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NOTA SOBRE NOMENCLATURA
A lo largo de esta Memoria se han utilizado la nomenclatura y
simbolismo de aminoácidos recomendados por la Comisión de Nomenclatura
de Bioquímica (JCBN) de la IUPAC-IUB (“Nomenclature and Symbolísm for
Aminoacids and Peptides’% Pure & Áppl. Chern., 1984, 56, 595).
Los aminoácidos se nombran mediante el sistema de símbolos de tres
letras y pertenecen a la sede natural L, salvo que se indique lo contrario. Las
sustituciones sobre el grupo u-NH2 se indican anteponiendo el símbolo
aceptado para el sustituyente al símbolo del aminoácido, mientras que las
sustituciones sobre los grupos funcionales de las cadenas laterales se indican
entre paréntesis, inmediatamente después del símbolo del aminoácido.
En cuanto a los péptidos, el residuo que tiene el grupo amino libre, o no
adiado por otro aminoácido, se denomina N-terminal y el que tiene el grupo
carboxilo libre se denomina C-terminal. Tanto para nombrarlos como para
representarlos gráficamente se comienza por el residuo N-terminal, seguido
de los aminoácidos internos en orden, para finalizar con el residuo C-terminal.
Para las sustituciones del enlace peptídico por agrupamientos
bioisósteros se utiliza la terminología aceptada para pseudopéptidos,
consistente en la introducción de la letra griega W entre los símbolos de los
aminoácidos cuyo enlace peptídico se ha modificado, seguida del agrupamiento
que sustituye al enlace peptídico entre corchetes.

ABREVMTURAS UTILIZADAS
Boc terc-butoxicarbonilo
BOP : hexafluorofosfato de benzotriazol- 1-iloxitris(dimetilamino)fosfonio
DCC : N,N’-diciclohexilcarbodiimida
J)CU : N,N’-diciclohexilurea
DIEA : diisopropiletilamina
DMAP : N,N-dimetilaminopiridina
TiME : 1,2-dimetoxietano
HOSu: N-hidroxisuccinimida
In 3-indolilo
MTPA ácido a-metoxi-cx-(trifluorometil)fenilacético
NMM N-meti]morfolina
TEA: trietilarnina
TEA : ácido trifluoroacético
TFAE : i-(9-antril)-2,2,2-trifluoroetanol
THF : tetrahidrofurano
Z: benciloxicarboni]o

1. INTRODUCCIÓN

El descubrimiento y caracterización, así como el estudio de las
propiedades y funciones biológicas, de los péptidos bloactivos, han tenido un
desarrollo exponencial en los últimos 40 años. Este desarrollo es resultado de
los avances surgidos tanto en la química orgánica de péptidos (síntesis en fase
sólida), la biología molecular (producción de hormonas por ingeniería
genética, clonaje de receptores), como en las técnicas disponibles para los
estudios estructurales, más químico-físicos (RMN, métodos informáticos) y
para la caracterización farmacológica (ensayos de unión al receptor,
radioinmunoensayos). La participación de los péptidos en la mayoría de los
procesos bioquímicos, donde actúan como hormonas y/o neurotransmisores,
hace que la modulación con agonistas o antagonistas de los receptores
peptídicos asociados a la superficie celular, o la inhibición de las enzimas
implicadas en su biosíntesis y¡o degradación, puedan tener importantes
implicaciones terapéuticas (Figura 1). De hecho, péptidos o análogos
peptídicos, entre los que destaca como ejemplo clásico la Insulina, son ya de
uso clínico generalizado. Entre ellos, los análogos sintéticos del Factor
Liberador de la Hormona Luteinízante (LH-IRH), Buserelin y Goserelin, y de la
Somatostatina, Octeotride, se han comercializado para el tratamiento de
ciertos tumores, mientras que el Acetato de Desmopresina, un agonista
selectivo de Vasopresina, se utiliza actualmente en el tratamiento de la
diabetes insípida ‘-a.
Desafortunadamente, el interés de los péptidos como fuente directa de
nuevos fármacos está limitado por una serie de propiedades adversas,
inherentes a la propia estructura peptídica, como son:
a) Baja estabilidad metabólica o, lo que es lo mismo, rápida degradación
por peptidasas tanto en el tracto gastrointestinal como en la sangre,
que origina efectos biológicos de corta duración.
¿Vi Pobre biodisponibilidad oral, debida al alto peso molecular de estos
compuestos o a la falta de sistemas específicos de transporte o a una
conjunción de ambos factores.
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Figura 1. Principales grupos de péptidos bioactivos e interés
terapéutico de los mismos
Interés terapéutico
1. NEUROPÉPTIDOS
Péptidos oploides
Sustancia P (SP)
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2. PÉPTIDOS GASTROINTESTINALES
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7. OTROS
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Péptidos antibióticos
Péptidos- Le ucotri en os
Edulcorante (Aspartame
Antibiótico
Antialérgico, antiinflamatorio
Péptido
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c) Rápida excreción a través del hígado y del riñón.
d) Alta flexibilidad conformacional, que conlíeva la posibilidad de unión
a diversos receptores y, por lo tanto, una baja especificidad de accion.
Uno de los mayores retos actuales de la Química Médica es encontrar
vías racionales para la transformación sistemática de la información con-
tenida en un ligando peptidico natural en moléculas no peptídicas de bajo peso
molecular, capaces de interaccionar con receptores específicos para ese ligan-
do y de mimetizar o bloquear la acción del péptido endógeno considerado 4<7. Es
de esperar que estos compuestos no peptídicos, denominados peptido-
miméticos, posean propiedades farmacodinámicas mejoradas con respecto a
las de los péptidos naturales y, por lo tanto, pueden considerarse a priori un
objetivo mejor en el proceso de desarrollo de nuevos fármacos. Por otra parte,
la aparición de reacciones inmunológicas tras la aplicación de fármacos
peptídicos es otro factor que apoya, cada vez más, la necesidad de profundizar
en la investigación conducente al desarrollo de peptidomiméticos 8~
1.1. APROXIMACIONES HACIA LA BÚSQUEDA DE PEPTH)OMIMIETICOS
La obtención de peptidomiméticos puede abordarse desde dos
perspectivas bien diferenciadas, la búsqueda al azar, más o menos dirigida, de
nuevos compuestos cabeza de serie y el diseño racional 9.
1.1.1. BÚSQUEDA AL AZAR DE NUEVOS COMPUESTOS CABEZA DE SERIE
Esta estrategia consiste en el ensayo generalizado de compuestos tanto de
origen natural como sintético, sobre un amplio abanico de receptores peptídi-
cos, con el fin de identificar estructuras cabeza de serie. Posteriormente, a
partir de aquel compuesto que haya mostrado una afinidad interesante,
aunque generalmente moderada, por un determinado receptor, se aplican los
principios de variaciones estructurales clásicos de la Química Médica hasta
lograr el desarrollo de un agente terapéutico con propiedades adecuadas 1042•
El primer gran éxito en este campo surgió a raíz de la moderada
capacidad para actuar como antagonista de Colecistoquinina (CCK) mostrada
por la Asperlicina (1) 13.Tras una serie de modificaciones en el anillo de
1,4-benzodiazepina, característica estructural clave para la actividad de este
producto natural, se desarrollaron los compuestos MK-329 (Devazepide, 2),
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antagonista selectivo de los receptores periféricos de CCK (CCKA) y activo por
vía oral 14, así como el análogo L-365,260 (3), que resultó ser un antagonista
selectivo de los receptores centrales (CCKB) de este neuropéptido 15
Concretamente, el Devazepide está siendo objeto de estudios clínicos en
humanos para explorar su potencial aplicación en la pancreatitis y en el
síndrome de irritación intestinal. Por otra parte, los antagonistas de CCKB
pueden ser de utilidad para el tratamiento de disfunciones alimentarias y
ciertos desórdenes asociados con la ansiedad.
O
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Entre otros ejemplos de peptidomiméticos desarrollados por esta vía se
pueden destacar el compuesto 4, antagonista de Angiotensina II y, por tanto,
con aplicación en el control de la hipertensión 16, los antagonistas de
Sustancia P 5 y 6, con interés para el tratamiento de la inflamación y el
dolor 17,18 y el antagonista de Oxitocina (01) 7, que permitirá la evaluación de
la utilidad clínica de los antagonistas de 01 en la prevención del parto
prematuro 19•
Es de destacar que, aunque algunos de los antagonistas de neuropéptidos
comentados anteriormente están en fase clínica avanzada, esta vía de
aproximación no ha conducido todavía a la obtención de peptidomiméticos con
capacidad para actuar como agonistas. Sin embargo, y como aspecto positivo,
O
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los peptidomiméticos surgidos de esta primera vía pueden contribuir a una
mejor comprensión de los grupos farmacóforos implicados en las uniones
péptido/receptor y, por lo tanto, deberán ser considerados a la hora de
emprender el diseño racional de un peptidomimético a partir del corres-
pondiente péptido bioactivo.
cl
N
N OH
4
CH3O
NR
OH
6 7
1.1.2. DISEÑO RACIONAL DE PEPTIDOMIMÉTICOS
La preparación de peptidomiméticos a través de diseño racional,
utilizando un péptido de interés o sus análogos como punto de partida para
realizar modificaciones estructurales posteriores, es la segunda vía
desarrollada para acceder a este tipo de compuestos 2022•
Teniendo en cuenta que en las interacciones péptido/receptor solamente
un reducido número de aminoácidos del péptido bioactivo son responsables del
proceso de activaciónlinhibición de dicho receptor, parece razonable suponer
que moléculas pequeñas puedan asumir sus funciones. Sin embargo, el diseño
5
O ~
OtS
O
O
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de estas moléculas es un proceso laborioso, ya que requiere el conocimiento
previo de los elementos químicos y espaciales del farmacóforo de interés. Por lo
tanto, el diseño de un peptidomimético debe contemplar los siguientes puntos
fundamentales:
1. Identificación de los grupos importantes para la unión al receptor.
2. Definición de la disposición tridimensional de dichos grupos.
3. Unión de los grupos necesarios para la interacción en estructuras
rígidas, no peptídicas, que cumplan los requisitos tridimensionales
previamente especificados.
A partir de un péptido biológicamente activo, y como se indica de manera
esquemática en la figura 2, la primera etapa a llevar a cabo es la determi-
nación del fragmento mínimo necesario para la actividad biológica. Una vez
conocido este fragmento, la sustitución de cada uno de sus aminoácidos
constituyentes por alanina da idea de la importancia que tienen para la
actividad el tipo y la funcionalidad de las cadenas laterales de cada residuo.
Posteriormente, las sustituciones de los distintos aminoácidos por sus aná-
logos de configuración D aportan información acerca de la disposición espacial
preferida por las diferentes cadenas laterales. La D-sustitución. junto con la
introducción de aminoácidos modificados, generalmente análogos conforma-
cionalmente restringidos, y el estudio de los derivados peptídicos resultantes
son de crucial interés para llegar a definir una serie de parámetros conforma-
cionales locales, así como para establecer la presencia de estructuras secun-
darias concretas 23• De una manera paralela, la sustitución del enlace
peptídico por grupos bioisósteros o estructuralmente relacionados, tales como
CH2NH, COCI-12, NHCO, permite determinar la participación de los enlaces
CONH del esqueleto en las interacciones con el receptor, bien por formación de
enlaces tipo puente de hidrógeno o bien por ser responsables de la adopción de
una disposición espacial adecuada de las cadenas laterales críticas 24 La
preparación de análogos conformacionalmente restringidos, tanto por medio
de diferentes tipos de ciclaciones 21,23 como por introducción de miméticos de
estructuras secundarias peptídicas 25,26, constituye un a etapa avanzada hacia
el desarrollo de peptidomiméticos, ya que permite comprobar si los parámetros
conformacionales previamente definidos se ajustan a la topografía del receptor
en estudio. Para ello, se han de realizar los análisis conformacionales y fisico-
químicos tanto de los compuestos que muestren actividad significativa como de
—22-—
PÉPTIDO BIOLÓGICAMENTE ACTiVO
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Figura 2. Aproximaciones hacia el diseño racional de peptidomiméticos.
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biológica
‘a
‘It
1
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aquéllos que resulten inactivos. Una vez llegados a este punto, se define una
hipótesis para la conformación bioactiva del péptido, a partir de la cual se
puede abordar la preparación de moléculas pequeñas, no peptídicas, que
cumplan los requisitos preestablecidos, tanto en cuanto a grupos funciona] es
necesarios para la actividad como, y principalmente, en cuanto a su
disposición espacial.
La falta de estudios de relaciones estructura-actividad detallados para
muchos péptidos bioactivos, junto con la dificultad de extrapolar las
conformaciones en estado sólido y/o en disolución con las de unión a un
determinado receptor, ralentizan la obtención de peptidomiméticos siguiendo
esta estrategia. Sin embargo, los ejemplos de compuestos no peptídicos
desarrollados por esta vía en los últimos años apoyan la validez de la misma.
La primera aplicación con éxito de esta estrategia se encuentra en el campo de
los inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA). Así. los
compuestos Captopril (10) y Enalapril (11) surgieron, por diseño racional, a
partir del moderado poder de inhibición sobre la ECA mostrado por el Teprótido
(8) y el dipéptido 9 y del conocimiento de la presencia de un átomo de Zn en e]
centro activo de dicha enzima 27,28 Posteriormente, estudios de modelización
molecular, basados en las coordenadas de R-X y en datos de RMN del
Captopril, permitieron el diseño de una nueva generación de inhibidores
conformacionalmente restringidos, entre los que destaca el Cilazapril (12) 29,30
Los compuestos 10, 11 y 12 se encuentran actualmente comercializados para el
tratamiento de la hipertensión arterial.
H-pGlu-Trp-Pro-Arg-Pro-Glu-Ile-Pro-Pro-OH H-Ala-Pro-OH
8 9
Ph
CH,
N NHOCO
H ~ COH
10 11
Más recientemente s~, la utilización de la 3-desoxi-~3-D-glucosa como
molde para el anclaje de las cadenas laterales esenciales del análogo de
Ph
H
12
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15
Somatostatina (ST) 15, ha conducido a los derivados 13 y 14, que se unen al
receptor de la ST con afinidades de rango micromolar, mostrando propiedades
mixtas agonistalantagonista. El compuesto 13 se une también a los receptores
g-adrenérgicos y al receptor de la Sustancia P, todos ellos receptores acoplados
a proteínas G, lo que pone de manifiesto una gran similitud estructural en los
centros de unión de esta familia de receptores. Por su parte, el benciloxi
derivado 14 actúa como un antagonista potente de la SP 31•
Ph Phy /NH
o o
N
O N 1-1 0
Ph
NH2 OH NH2
R=H,OBn 13,14
Basándose en la rigidez y en las múltiples posibilidades de anclaje que
ofrecen los esqueletos de tipo esteróidico, el grupo de Hirschmann ha
preparado el compuesto 16, como mimético del péptido H-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-
Pro-OH (17), un agonista del receptor del Fibrinógeno, responsable de la
iniciación de la agregación plaquetaria. Desafortunadamente, el antagonista
16 presenta una afinidad demasiado baja para ser considerado como un
candidato de utilidad terapéutica 32•
1-1 H
N NR N NR42 42
NH NH
H
N
H-Gly — N
H
U
HO-Pro-Ser —N
£0211 CO2H
17
o
16
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El derivado de piperidina 18, peptidomimético antagonista de SP, fue
diseñado a partir de estudios combinados de RMN y de mecánica molecular de
la SP y análogos activos, y admitiendo la hipótesis de que el fragmento
-Phe-Phe- es el responsable principal de la unión al receptor de la SP (19) ~3.
Ph
18
H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln —N
¡
Ph
H U Ph
N
00 Gly-Leu-Met-NH2
19
El derivado de ciclohexano 143,5-cis-trisustituido 20 se diseñó como
mimético de la Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH, pGlu-His-Pro-NH2,
21), un péptido hipotalámico que parece relacionarse con ciertos desórdenes de
la memoria, como son los asociados con la enfermedad de Alzheimer. El
compuesto 20 presenta una actividad similar a la TRH en diversos modelos
animales, siendo activo por vía oral. Sin embargo, este peptidomimético no
compite con la TRH tritiada en su unión al receptor, por lo que se está
estudiando el mecanismo de acción a través del cual este derivado es capaz de
mimetizar los efectos del péptido endógeno 3’~.
=4
NH
o
N
=4
N ~ CONH2
OH
CONHQ
20 21
Ph
=4
O,
-3Ph
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1.2. RESTRICCIONES CONFORMACIONAJ.ES EN PÉPTIDOS BLOACTIVOS.
UTILIZACIÓN DE LACTAMAS
La determinación de relaciones estructura tridimensional-actividad en
péptidos bioactivos, enormemente dificultada por la flexibilidad inherente a las
estructuras peptídicas, constituye una etapa fundamental en el diseño racional
de peptidomiméticos. Dado el amplio desconocimiento de los receptores
peptídicos y la dificultad de establecer cuál o cuáles de los muchos confórmeros
presentes en disolución se ajusta(n) a la geometría del receptor, para abordar
este problema se aplica una aproximación sintética que consiste en la
introducción de restricciones conformacionales. Así, es de esperar que un
análogo conformacionalmente restringido adopte, en disolución, conforma-
ciones preferentes, que permitan una extrapolación más fidedigna de la(s)
conformación(es) bioactiva(s). Atendiendo al grado de rigidez que se incorpora
al péptido, las restricciones conformacionales pueden agruparse en tres
apartados:
1. Restricciones locales: Incorporación de sustitutos del enlace peptídico
como N-alquil derivados, retroanálogos, dobles enlaces trans y
restricciones de la movilidad de las cadenas laterales, como tt-alquil,
dehidro y ciclopropil aminoácidos.
2. Restricciones regionales: Introducción de miméticos de la estructura
secundaria peptídica, hélices cx, láminas ¡3, giros inversos ¡3 y ‘y.
3. Restricciones globales: Ciclaciones.
Los dos primeros tipos de modificaciones son muy útiles para dar una
visión general de la importancia de la conformación de residuos específicos y
de la participación o no de estructuras secundarias, respectivamente, en la
unión al receptor. Por otra parte, los compuestos obtenidos mediante
ciclaciones N-C-terminal, cadena lateral-grupos N- y/o C-terminales o por
unión de los grupos funcionales de distintas cadenas laterales, facilitan el
estudio de la conformación global del péptido y la extrapolación de esta
conformación con la de unión al receptor. Además, la introducción de
restricciones conformacionales proporciona en muchos casos ligandos
selectivos para un determinado subtipo de receptor e incrementa de manera
general la resistencia frente a la proteólisis enzimática 5,2í~
La incorporación de lactamas en péptidos bioactivos como vía para la
preparación de análogos conformacionalmente restringidos fue iniciada por
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Freidinger a principios de la década de los 80 ~ Estas lactamas, concebidas
en principio para fijar el enlace peptídico en su forma trans, han marcado la
pauta de una línea de investigación de creciente actualidad que engloba a los
miméticos de la estructura secundaria peptídica, también denominados
miméticos de la conformación peptídica 25,26 En los últimos años se han
descrito un gran número de ciclos pequeños, principalmente de tipo lactámico,
cuya incorporación en péptidos de interés biológico ha dado lugar a análogos
conformacionalmente restringidos que, en mayor o menor medida, han
contribuido al esclarecimiento de las interacciones péptido-receptor 25,26 Las
estructuras más representativas de estos compuestos se recogen en la figura 3.
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Figura 3. Lactamas de utilidad para la introducción de restricciones
conformacionales en péptidos.
La introducción de y- y 8-lactamas de tipo 22 ha dado lugar a la obtención
de agonistas o antagonistas de diferentes péptidos bioactivos ~ así como a
interesantes inhibidores enzimáticos 40~ La lactama monocíclica 23 fue
diseñada como mimético de giros ¡3 por Olson y colaboradores 41, habiéndose
HN
23 24
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demostrado, tanto por RMN como por modelización molecular, que es un buen
mimético de este tipo de estructura secundaria peptídica. Por otra parte, la
lactama de siete miembros 24, ideada para restringir conformacionalmente
giros -y, se ha utilizado para estudiar la contribución de estos giros en la
conformación bioactiva de antagonistas del receptor del Fibrinógeno y de
inhibidores de la proteasa del HIV-1 42,43, Los derivados de espirolactama 25
son capaces de forzar conformaciones de giro ¡3 tras su incorporación en
diferentes sistemas peptídicos 44-46, De manera similar, la introducción del
BTD (Bicyclic Turned Dipeptide, 26, n = 2) en péptidos de interés biológico
induce a éstos a adoptar conformaciones de giro 3 ‘~7”~9. Los buenos resultados
obtenidos con el BTD han conducido a un desarrollo espectacular en la
búsqueda de lactamas bicíclicas, estructuralmente relacionadas, como
miméticos de giros ¡3 [26 (n = 1), 27, 28 y otras] 50-56
1.3. ANTECEDENTES INMEDIATOS, OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO
Teniendo en cuenta el interés general despertado por los análogos
peptídicos conformacionalmento restringidos, y en particular por las
estructuras lactámicas referidas en el apartado anterior, se plantearon como
objetivos sintéticos principales para este trabajo la obtención de los derivados de
2,5-dicetopiperidina 30 y 3-oxoindolizidina 81, indicados en el esquema
siguiente, como representantes de lactamas monocíclicas y bicíclicas,
respectivamente.
O
u’
COQH
HN
A O
30
H2N CO2R
O
29 E CO2H
It
2
NR
9
31
Ruta A: It’, Ii
2 = cadenas laterales de aminoácidos
Ruta B: It1 = (CI-1
2)3NH9; R
2 = cadenas laterales de aminoácidos
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Las 2,5-dicetopiperidinas 30 podrían ser incorporadas posteriormente a
péptidos de mayor tamaño para conducir a análogos conformacionalmente
restringidos en el pseudodipéptido N-terminal, o bien dar paso a los
pseudodipépti dos cetometílénicos correspondientes tras una simple
descarboxilación. En ambos casos, la presencia del anillo monolactámico
vendría a contrarrestar el aumento de flexibilidad conformacional resultante
de sustituir el enlace peptidico -CONH- por el isóstero cetometilénico -COCH2-,
sustitución generalmente utilizada para proporcionar resistencia frente a
peptidasas 24,
La elección de las 3-oxoindolizidinas 31 fue resultado de varias
consideraciones. En primer lugar, la presencia de grupos NH2 y CO2H las
hacía susceptibles de incorporación a cadenas peptídicas tanto en la posición
C-terminal como en la N-terminal. En segundo lugar, dentro del interés
generado por las lactamas bicíclicas como posibles miméticos de estructuras
secundarias peptídícas, las 3-oxoindolizidinas 31 están particularmente
relacionadas con aquéllas cuyo mimetísmo está demostrado. Tal es el caso del
BTD (26) como mimético de giros ¡3, indicado en el apartado anterior 4749.
Desde el punto de vista de viabilidad sintética, la experiencia reciente de
nuestros laboratorios en la preparación de los 4-cetodiésteres derivados dc
aminoácidos 29 5762, productos a utilizar como material de partida común que
debería dar acceso a las 2,5-dicetopiperidinas 30 y 3-oxoindolizidinas 31,
constituyó un factor importante en la selección de ambos tipos de lactamas
como objetivos de este trabajo. Así, el esqueleto de 2,5-dicetopiperidina 3-carboxí
sustituido deberla resultar de la 8-lactamización de los aminodiésteres 29 ó de
derivados sencillos de éstos (Ruta A). Por su parte, el esqueleto de 3-oxo-
indolizidina 2-carboxi sustituido debería formarse mediante aminación
reductiva del cetodiéster derivado de ornitina 29 [R1 = (CH2)gNH2], seguida de
acilación intramolecular de la piperidina resultante (Ruta 13). Una ruta
paralela, basada en la conocida capacidad de los derivados de Orn y Mg para
experimentar ciclaciones intramoleculares 36,63, había sido puesta a punto en
nuestros laboratorios para la preparación de S-amino-3-oxoindolizidinas
2-aralquil sustituidas, carentes del resto carboxilo, a partir de pseudo-
dipéptidos cetometilénicos derivados de ornitina 64 Esta experiencia propia,
unida a la referente a la obtención de los compuestos 29, constituyen los
antecedentes sintéticos más inmediatos del trabajo de esta Memona.
Por último, para empezar a explorar la utilidad en el campo de los
peptidomiméticos de los sistemas lactámicos 30 y 31, se definió también como
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objetivo de este trabajo la introducción de los mismos en péptidos de interés
biológico, así como la posterior evaluación biológica de los análogos
conformacionalmente restringidos obtenidos. Para este fin se eligieron los
neuropéptidos Colecistoquinina y Neurotensina, y más concretamente, sus
fragmentos mínimos activos CCK4 (H-Trp-Met-Asp-Phe-NH2) y NT8j3 (H-Arg-
Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH). Además del interés particular que tienen estos
péptidos en la búsqueda de nuevos fármacos, como se detallará en el capítulo
correspondiente, la elección estuvo basada en sendas colaboraciones que
nuestro grupo mantiene con el Departamento de Farmacología de la
Universidad de Navarra y la Compañía Novo-Nordisk, interesados en los
estudios de CCK y NT. respectivamente. Como se concretará en el capítulo 2.3
de esta Memoria, para el diseño de los análogos conformacionalmente
restringidos de estos neuropéptidos se han tenido en cuenta los estudios previos
de relaciones estructura-actividad descritos en la bibliografYa para Ita CCK y la
NT, así como los estudios de sus análisis conformacionales respectivos.
Para abordar los objetivos anteriormente expuestos, se ha seguido el plan
de trabajo que se resume a continuación:
— Derivados de 2,5-dicetopiperidinas como análogos cíclicos de
pseudopéptidos cetometilénicos.
Puesta a punto de métodos de aplicación general para la obtención
del esqueleto fundamental de 2,5-dicetopiperidina y su extensión a la
síntesis de pseudodipéptidos cetometilénicos. Estudio de las propie-
dades conformacionales de estas lactamas monocíclicas por RMN.
— Derivados de 3-oxoindolizidinas como análogos conformacional-
mente restringidos de dipéptidos.
Síntesis de derivados de 8-amino-3-oxoindolizidina-2-carboxilato y
estudio de la enantioselectividad del proceso de formación del anillo
de 3-oxoindolizidina. Análisis de la capacidad de esta estructura
para inducir conformaciones de giro ¡3.
— Análogos conformacionalmente restringidos de Colecistoquinina.
Síntesis y actividad biológica de derivados de 2,5-dicetopiperidinas y
3-oxoindolizidinas análogos de CCIQ.
— Análogos conformacionalmente restringidos de Neurotensina.
Síntesis de análogos de NTgj3 que incorporan 3-oxoindolizidinas en
sustitución del dipéptido central Pro’
0-Tyr11. Ensayos de unión a los
receptores centrales de la Neurotensina.
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Se pretende, finalmente, que los resultados de actividad biológica
obtenidos para los diferentes análogos conformacionalmente restringidos de
CCK4 y NTg.jg sirvan para establecer relaciones estructura-actividad, así como
para contribuir a perfilar los requisitos estructurales de los receptores de CCI(
y NT, tanto en lo que se refiere a cadenas laterales imprescindibles para la
actividad como a su disposición tridimensional concreta.
Los antecedentes, objetivos y vías de aproximación a estos últimos se
recogen de forma esquemática en la figura 4.
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2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

2.1. 2,5-DICETOPLPERIDINAS COMO ANÁLOGOS CÍCLICOS
DE PSEUDOPEPTIIDOS CETOMETILENICOS
Como se ha comentado en la introducción, la sustitución del enlace
amida por el agrupamiento bioisóstero cetometileno conlíeva la pérdida de
rigidez del esqueleto peptídico. Con el fin de contrarrestar este efecto, se dirigió
la atención hacia los correspondientes pseudopéptidos cetometilénicos cíclicos
como análogos conformacionalmente restringidos. Llevados por este interés,
se diseñaron los derivados de 2,5-dicetopiperidina-3-carboxiíato 33 como
intermedios comunes, bien para dar acceso a los pseudodipéptidos cíclicos
ciclo[XaaT[COCH2IYaa] (34: Yaa = Gly; 35: Yaa !=Gly) o bien a los análogos
3-carboxi 3-sustituidos 30, susceptibles de ser incorporados en los pseudo-
péptidos de mayor tamaño 36 (Esquema 1).
O O
it It
1
ZHN CO
2Me HN HNÑ$
CO4Nk CO2Me
32 33 34
O
It’
£
HN 0211
U
2
O
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O
nl
CO-Xaa-OH
UN
0 y O = cadenas laterales de aminoácidos O
Xaa = aminoácido, péptido 36
Esquema 1
O
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Los 4-cetodiésteres 32, a utilizar como productos de partida para la
preparación de los intermedios clave 33, estaban garantizados, dada la
experiencia previa de nuestro laboratorio en su síntesis a partir de
halometilcetonas derivadas de aminoácidos y malonato de dimetilo 57,58~
2.1.1. 3-METOXICARBONIL-2,5-DICETOPIPERIDINAS 6-SUSTITUIDAS
Para estudiar el método más adecuado para la obtención de estos
compuestos mediante lactamización de los correspondientes derivados de
5-amino-4-cetodiésteres, se seleccionaron aquéllos procedentes de fenilalanina
y triptófano, ya que la presencia de anillos aromáticos debería facilitar la
asignación por RMN del nuevo centro asimétrico creado en posición 3 del
anillo de 2,5-dicetopiperidina. Como método conocido 6570, y en principio más
directo, se ensayó en primer lugar la calefacción a reflujo de MeOH de los
aminodiésteres 39 y 40, procedentes de la N-desprotección de 37 y 38
(Esquema 2). Sin embargo, este procedimiento condujo, en nuestro caso, a los
derivados de pirazina 41 y 42, respectivamente, junto con productos de
descomposición.
Rl
ZUN CO2Me HVPd-C CO2MeMeOR
O CO2Me O CO2Me
37,88 39,40
AjMCO~~
It
1 N CO
2Me
MeO2C + productos de
CO2Me
N R
1 descomposición
MeO
2C
41,42
37, 39, 41: R’ = CH2Ph
aS, 40,42: fi’ = CH2In
Esquema 2
La estructura de estos derivados fue establecida a partir de sus datos
analíticos y espectroscópicos, incluyendo Masas, ‘H RMN y
13C RMN. En el
espectro de masas de 41 se observa el pico base a rn’e 548, correspondiente al
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ion molecular, junto con las fragmentaciones características de este tipo de
estructuras 71,72~ Los espectros de 1H RMN de los compuestos 41 y 42 muestran
una notable simplicidad, observándose, en ambos casos, la desaparición de los
protones a-CH y a-NH del aminoácido de partida, junto con un
desapantallamiento considerabLe del grupo ¡3—CH
2 de los correspondientes
aminoácidos. Este desplazamiento está de acuerdo con el esperado para un
grupo metileno flanqueado por dos anillos aromáticos. Dada la simetría de
estas moléculas, las resonancias debidas a los grupos 2- y 5-CH2 y al CH del
resto de malonato, aparecen como únicos doblete y triplete, respectivamente, si
bien ligeramente desapantallados en comparación con dichos protones en el
‘y-cetodiéster de partida. Finalmente, en los espectros de ‘
3C RMN de 41 y 42 se
observan dos señales de carbono cuaternario a 150,25 y 147,91 ppm y 150,20 y
147,54 ppm, respectivamente, atribuibles a los carbonos 2 (5) y 3 (6), o viceversa,
del anillo de pirazina ‘7~t’~’~~
La obtención de estos derivados de pirazina puede explicarse por la
autocondensación de dos moléculas de la (x-aminocetona correspondiente para
dar lugar a las dihidropirazinas 43 y 44, que, posteriormente, se aromatizan,
transformándose en los derivados de pirazina 41 y 42, respectivamente
(Esquema 3). Este proceso constituye uno de los métodos descritos para la
preparación de pirazinas 2,5-disustituidas 72,7577
R1 ,NH
2 CO2Me
MeO2C
-4-
MeO2C H2N’ ~‘ CO2Me
39,40 39, 40
1
II’ N CQMe It’ N CO2Me¡ —.- 1
MeO2C [o] MeO2C
tDO2Me
CO2Me~ It
1MeO>C Me02 C
43,44 41,42
139,41,43:R =CH
2Ph
40, 42, 44: R’ = CH2Ln
Esquema 3
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Para intentar obviar este inconveniente, debido a la reactividad de las
a-aminocetonas, se recurrió a la utilización de condiciones de reacción más
suaves. Para ello se llevó a cabo la hidrogenación catalítica de los 4-cefo-
diésteres Z-protegidos, esperando que la lactamización tuviera lugar en el
propio medio de reacción (Esquema 4). En estas condiciones, los compuestos 37
y 38 condujeron en una sola etapa a los respectivos derivados de 2,5-diceto-
piperidina 45 y 46, aunque se necesitaron tiempos de reacción bastante largos y
los rendimientos obtenidos fueron moderados. En cuanto a la estereoquímica
del nuevo centro asimétrico en el carbono C-3 del anillo de 2,5-diceto-
piperidina, se encontró una estereoselectividad casi total en el caso del
derivado de Phe, mientras que en el de Trp se llegó a una mezcla de los dos
diastereoisdmeros posibles en proporción 5:2. En ambos casos se aisló también
una pequeña cantidad del derivado de pirazina correspondiente 41 ó 42.
It1
71W CO
2Me
O CO2Me
37, 88 HOSo
DCC
1t/Pd-C Método 2 ZH=4 CO9Me
MeOR 112/Pd-C O CO2Su
AcOEt 47,48
O ~1 O Métodos
+
HN ‘CO2Me CO2Me
O O
45a, 46a 46b
1
37,45,47:R =CH2Ph
38,46,48: R’ = CHoIn
Esquema 4
La configuración absoluta en C-3 de estos derivados 3,6-disustituidos se
estableció mediante el estudio comparativo de sus espectros de
1H RMN. En el
espectro registrado en DMSO-d
6 de la pareja de diastereoisómeros 46 se
observa que el protón H-3 del isómero mayoritario se encuentra
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considerablemente desplazado hacia campo más alto respecto al mismo protón
del isómero minoritario. Este apantallamíento es debido a la corriente de anil]o
del indol en posición 6, lo que indica que en el isómero mayoritario el protón
H-3 y el anillo aromático están en disposición relativa cís ~ Teniendo en
cuenta que la configuración absoluta en C-6 es S para ambos isómeros, ya que
en la síntesis se partió de L-Trp, al isómero mayoritario le corresponde la
estructura 46a, de configuración absoluta S en C-3, mientras que al isómero
minoritario 46b se le asignó la configuración (SR,6S). En el caso del derivado de
Phe 45, al obtenerse casi exclusivamente un isómero, la asignación de la
configuración en C-3 se efectuó por comparación de su espectro de 1~ RMN
con el de los correspondientes derivados de Trp 46ab.
Una vez sintetizados y caracterizados estos derivados dc 2,5-diceto-
piperidina, se decidió modificar el método empleado, en un intento de mejorar
los rendimientos, así como de reducir los tiempos de reacción. Este tercer
método, también indicado en el esquema 4, consiste en utilizar como productos
de partida los aminodiésteres mixtos 47 y 48, en los que una de las funciones
carboxilato ha sido previamente activada en forma de éster N-hidroxi-
succinimídico ~ De este modo, la hidrogenación en presencia de Pd-C de
estos compuestos condujo a las dicetopiperidinas buscadas 45 y 46, con
rendimientos y estereoselectividades similares a los obtenidos siguiendo el
método 2. Como se esperaba, la presencia de los ésteres activados redujo el
tiempo de reacción, pero no se observó ninguna mejora apreciable en el
rendimiento, posiblemente como consecuencia de la gran reactividad y, por
tanto, inestabilidad, de los ésteres N-hidroxisuccinimídicos.
Con objeto de estudiar la influencia de la estereoquímica del aminoácido
de partida en eí proceso de lactamización, así como de extender el
procedimiento anterior a la obtención de los análogos cetometilénicos cíclicos
procedentes de aminoácidos de la serie o, se realizó la síntesis de las 2,5-diceto-
piperidinas 53 y 54 derivadas de Z-D-Phe y Z-D-Trp (Esquema 5). La
hidrogenación en presencia de Pd-C de los cetodiésteres 51 y 52, preparados
siguiendo el mismo método descrito para sus enantiómeros 37 y 38, condujo a
resultados análogos a los obtenidos en el caso de los derivados de L-Phe y L-Trp,
tanto en lo que se refiere a rendimientos como a la estereoselectividad del
proceso. La asignación de la configuración absoluta de los compuestos 53a y
54ab, enantiómeros de 45a y 4Gab, respectivamente, se llevó a cabo por
comparación de sus espectros de 1H RMN entre sí, tal y como se ha indicado
para los derivados de la serie L. Al efectuar esta comparación se observó una
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total coincidencia de los espectros de los compuestos 45a-58a, 46a-54a y 46h-54b,
lo que ratifica que se trata de tres parejas de compuestos enantiórneros.
O 1VBnOCOCI/NMM O
TI-IF R”~..OH
2) CH2N2 ZHN
ZHN 3) 11C144eOH 49,50
I 1) NaXjIDME2) NaHC(CO2Me»
o CO2Me
It’,’.. CO0Me
ZHN
H~Ípd-c
1 MeOH(Método 2)
o o
u
1 N CO
2Me
e—
+ + MeO2C CQMe
UN CO2Me UN > It’
£O2Me MeO2C
53a, 54a 54b 41,42
1,41,49, 51,53: R= CH2Ph
42, 50, 52, 54: = CH2In
Esquema 5
En la tabla 1 se resumen los resultados obtenidos en la síntesis de los
derivados de 2,5-dicetopiperidina 3,6-disustituidos, utilizando los métodos 2 y 3.
De los datos de la tabla se deduce que ambos métodos conducen a las 2,5-diceto-
piperidinas objeto de este capítulo con rendimientos moderados. El tiempo de
reacción se reduce en un 50% cuando se utilizan los ésteres monohidroxi-
succinimídicos (método 3), no observándose, en ningún caso, mejoras en los
rendimientos cuando los tiempos de reacción se prolongan. En cuanto a la
proporción de diastereoisómeros, hay que señalar que para los derivados de
Phe se obtuvo casi exclusivamente el isómero con disposición ¿rans de los
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sustituyentes en posiciones 3 y 6, con independencia del método. En el caso de
los derivados de Trp, se observaron proporciones variables, si bien el isómero
3,6-trans fue siempre mayoritario.
‘fabla 1. Resultados obtenidos en la síntesis de los compuestos
45a, 4Bab, 53a y 54ab, utilizando los métodos 2y 3
Proporción de
aTiempo de reacción Rendimiento diastereoisómeros 1)
Compuesto Método (días) (%) a/b
45a 2 6 42 s 10:1
3 3 60 >10:1
46ab 2 6 42 5:2
3 3 40 3:2
58a 2 6 30 >10:1
54ab 2 6 34 6:5
a Calculado a part:r de los correspondientes cetodiésteres 37,38,51 y 52.
b Estimada por 111 RMN.
2.1.2. 2,5-DICETOPIPERIDINAS 3,3,6-TRISUSTITUIDAS
Una vez puesta a punto la síntesis de las 3-metoxicarbonil-2,5-diceto-
piperidinas 6-sustituidas de fórmula general 33, el paso siguiente para la
preparación de los pseudopéptidos cetometilénicos cíclicos propuestos lo
constituyó la introducción de la cadena lateral del aminoácido C-terminal o de
un precursor de la misma en la posición 3 del anillo de 2,5-dicetopiperidina.
Para ello, se planteó en primer lugar estudiar la alquilación directa de los
derivados 45a y 4Bab, eligiéndose tres agentes alquilantes diferentes capaces de
suministrar las cadenas laterales de tres aminoácidos de distinta naturaleza,
como son la fenilalanina, la alanina y el ácido aspártico. Así, la alquilación de
45a y 46ab con bromuro de bencilo y bromoacetato de etilo en DME, utilizando
como base metóxido sódico (método A), condujo a los derivados S5ab, 56ab, 57ab
y 58ab, respectivamente (Esquema 6). Un tratamiento similar con yoduro de
metilo como agente alquilante llevó a la obtención del derivado correspondiente
3-metil sustituido 6Oab con bajo rendimiento, mientras que el análogo 59ab no
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pudo obtenerse por este método. Los productos 59ab y BOab se prepararon
finalmente por alquilación de las dicetopiperidinas 45a y 46ab con yoduro de
metilo, en condiciones de transferencia de fase, durante seis días, utilizando
NaOH como base e hidrogenosulfato de tetrabutilamonio como catalizador
(método B) 81,82 En estas condiciones se recuperó entre un 25 y un 30% de
producto de partida inalterado. Sin embargo, la prolongación excesiva de los
tiempos de reacción hasta desaparición del producto de partida, lleva consigo
la saponificación de los ésteres metílicos, lo que dificulta la etapa de
aislamiento y purificación de los productos obtenidos.
o
o CO~kIe
CO2Me UN
ZHN CO2Me
O
37,38 45a, 46ab
NaMeO 2MétodoA
~ R-X
DME
Método E
O
o CO2Me H2/Pd-C
2
It’ McOH .,,, UN
ZUN It
2 CO
2Me Método C Rcogvre 112
O
61-66 55b-60b
55ab,61:R’ =CH2Pb, R
2 =CH
2Ph
56ab, 62: R’ = CH2In, E
2 = CH
2Ph
1 257ab, 63: R = CH2PE, R = CH2CO2Et
58ab, 64: R’ = CH2In, E
2 = CH
2CO2Et
59ab, 65: E’ =CH2Ph, Ii
2 =CH
3
6Oab, 66: Ii’ = CH2In, E
2 = CH
3
Esquema 6
Los derivados de 2,5-dicetopiperidina 3,3,6-trisustituidos 55ab, 5Bab, 58ab,
59ab y BOab se obtuvieron como mezclas de dos diastereoisómeros en proporción
2:1, mientras que el compuesto 57ab se obtuvo también como mezcla de dos
diastereoisómeros, pero en proporción 3:1, según se deduce de los espectros de1H RMN. La separación cromatográfica de los dos diastereoisómeros
O
55a-60a
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solamente fue posible en el caso de 56ab. La configuración absoluta en C-3 de
todos estos derivados 3,3-disustituidos se estableció una vez más a partir de los
datos de 1H IRMN de cada pareja de diastereoísómeros. En los espectros de S5ab
y 5Bab se observa que el protón H-6 de los isómeros minoritarios aparece
apantallado con respecto al mismo protón de sus correspondientes
diastereoisómeros mayoritarios. Este efecto indica que, en los isómeros
minoritarios, el protón H-6 se encuentra en disposición cts respecto al anillo
aromático en posición 3. Teniendo en cuenta que en todos estos compuestos la
configuración absoluta en C-6 es 8, la de los isómeros minoritarios 55b y 5Gb se
asignó como (3R,6S), mientras que la de los mayoritarios 55a y 56a lo fue como
(3S,68). De manera similar, en los espectros de los compuestos 59ab y BOab, se
observa que el singlete correspondiente al grupo metilo en posición 3 aparece
ligeramente apantallado en el isómero mayoritario comparado con el
minoritario. Este hecho puede explicarse, nuevamente, por el efecto de la
corriente de anillo del resto aromático en posición 6, lo que indica que en el
isómero mayoritario el sustituyente en 6 y el grupo metilo en 3 están dispuestos
del mismo lado del anillo de 2,5-dicetopiperidina ~ Siguiendo el mismo
razonamiento, en el caso de los análogos 3-(etoxicarbonil)metil sustituidos 57ab
y 58ab, el apantallamiento observado para las resonancias del grupo 3-CH
2 en
el isómero mayoritario permitió la asignación de la configuración de estos
compuestos.
El estudio de los espectros de
13C RMN de todos estos derivados de
2,5-dicetopiperidina ha revelado la existencia de diferencias significativas
entre los distintos diastereolsómeros. Así, en los isómeros mayoritarios, los
carbonos endocíclicos C-4 y C-6, así como los CH
2 ó CH3 pertenecientes a las
cadenas laterales, aparecen a campo ligeramente más alto que en los isómeros
minoritarios, mientras que el carbono C-5 aparece desapantallado en los
isómeros mayoritarios respecto a los minoritarios. El hecho de que estas
diferencias sean prácticamente constantes a lo largo de la serie de compuestos
aquí descritos abre Ja posibilidad de que estos resultados de ‘~C iRMN puedan
ser utilizados como criterios para la asignación de la configuración en otros
derivados similares.
Dado que los rendimientos de la alquilación de las 3-metoxicarbonil-
2,5-dicetopiperidinas 6-sustituidas no resultaron todo lo buenos que se
esperaba, y teniendo en cuenta que la alquilación de 4-cetodiésteres trans-
curre, en general, con buenos rendimientos ~ se consideró conveniente
ensayar la secuencia inversa de reacciones. De este modo, la reacción de los
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4-cetodiésteres 37 y 38 con bromuro de bencilo, bromoacetato de etilo y yoduro de
metilo, en presencia de metóxido sódico, dio lugar a los derivados de malonato
disustituidos 61-66 ~7, respectivamente. La hidrogenación catalítica de estos
derivados condujo a las 2,5-dícetopiperídinas 55-60, que se obtuvieron
nuevamente como mezclas de dos díastereoisómeros, en proporciones
idénticas a las encontradas cuando se siguieron los métodos A y 13. pero con
rendimientos considerablemente mejores.
Los resultados comparativos obtenidos en la síntesis de los derivados de
2,5-dicetopiperidina 3,3,6-trisustituidos, por los tres procedimientos ensayados,
se recogen en la tabla 2.
Tabla 2. Resultados obtenidos en la síntesis de los compuestos
55-60, utilizando los métodos A, ¡3 y C
Compuesto Método
Proporción de
Rendimiento global a diastercoisémeros b
(04) alb
55ab 0
0
34
57
2:1
2:1
SSab 0
0
5
51
2:1
2:1
57ab 0
0
32
41
3:1
3:1
SSab 0
0
23
60
2:1
2:1
5Oab 23
C
19
64
2:1
2:1
SOab 2
23
C
1
17
54
2:1
2:1
2:1
ba Calculado a partir de los cetodiésteres 87 y SS. Estimada por 111 RMN.
Estos resultados indican que el método C conduce a rendimientos
globales mejores que los métodos A y B, constituyendo así el método de elección
para la síntesis de este tipo de derivados heterocíclicos. Por otra parte, la
proporción de diastereoisómeros fue muy similar en todos los casos, con
independencia del método utilizado. Así, cuando se aplicaron los métodos
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A o B, ni la naturaleza del agente alquilante (R2) ni la estereoquímica en C-3 de
la 2,5-dicetopiperidina de partida afectaron, en general, a la estereoselec-
tividad de la alquilación. De manera similar, cuando se aplicó el método C, ni
la naturaleza del aminoácido de partida (R’) ni la del sustituyente (R2)
influyeron en la estereoselectividad de la ciclación. En todos los casos se obtuvo
como diastercoisómero mayoritario el derivado de 2,5-dicetopiperidina 3,3,6-tri-
sustituido en el que los sustituyentes alquilicos en posiciones 3 y 6 se
encuentran en disposición relativa cts.
Se conoce a través de la bibliografía 78,83,85-89 que las 2,5-diceto-
piperazinas procedentes de dipéptidos en los que uno de los aminoácidos es
aromático, adoptan preferentemente una conformación en la que la cadena
lateral aromática se pliega sobre el anillo de dicetopiperazina. La preferencia
por esta conformación plegada viene apoyada por una serie de estudios de
RMN 78.83,85 R-X 86.87 cálculos termodinámicos 85,88 y de OM 89 En los casos
en los que, además, el segundo aminoácido posee una cadena lateral
voluminosa, las interferencias estéricas entre las cadenas laterales de los dos
aminoácidos condicionan también la adopción de una conformación
determinada, llegándose a una situación de compromiso en la que se
maximiza la interacción estabilizante entre el anillo aromático y el de
2,5-dicetopiperazina, a la vez que se evita la interferencia estérica entre las
cadenas laterales 86.87
Teniendo en cuenta que para la asignación de la configuración en C-3 de
las 2,5-dicetopiperidinas aquí descritas se ha considerado la existencia de
conformaciones plegadas, y con el fin de establecer claramente si este tipo de
compuestos presenta o no un comportamiento conformacional paralelo al de
las 2,5-dicetopiperazinas, se decidió llevar a cabo un estudio detallado a partir
de sus espectros de ‘H RMN. Estos estudios conformacionales se realizaron en
dos disolventes distintos, DMSO-d
6 y CDCI3, ya que se habían observado
diferencias notables en los espectros según que el disolvente utilizado fuera
uno u otro.
Considerando la existencia de un equilibrio conformacional, debido a la
rotación libre alrededor del enlace C6-C7 ~,entre los tres confórmeros A, 13 y O
indicados (Tabla 3), se pueden calcular las poblaciones relativas de los tres
Nota sobre nomenclatura: El grupo £112 unido a la posición 6 del anillo de 2,5-diceto-
piperidina se ha numerado como (2-7 para simplificar la notación.
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estados rotacionales si se conocen las constantes de acoplamiento correspon-
dientes a cada uno. Como no es posible determinar experimentalmente estas
constantes de acoplamiento para cada rotámero, ya que los valores que se
obtienen a partir de los espectros de 1H RMN corresponden al promedio de
todos los confórmeros que contribuyen al equilibrio, éstas se calcularon
utilizando la ecuación de Karplus parametrizada para tres sustituyentes 90,91,
Las fracciones molares de los rotámeros n
4, n~ y nc se obtuvieron por
resolución del siguiente sistema de ecuaciones:
nA +nB+nc—- 1
60 180 30C
~(G,Y)cxp nA ~6,? + ~23 + U~ h.7
300 60 180
~(6,7’)cxp = ná J6-, + nB ~6.7’ + nc ‘~67
Los subíndices A, B y O indican el confórmero y los superíndices los
ángulos de torsión interprotónicos. Los valores de las constantes de
acoplamiento calculados a partir de la ecuación de Karplus se indican a
continuación:
60 300 60 180 180 300
= 3,39;
3A 2,65; J
23 = 3,62; J3 = 11,8; J~ = 11,8; J~ = 2,87.
Puesto que no es posible asignar individualmente las resonancias de los
protones 11-7 y H-7, los porcentajes de los rotámeros A, 13 y O se calcularon
para las dos posibles soluciones 1 y II (Tabla 3). De los datos obtenidos en este
estudio se deduce que el equilibrio conformacional depende claramente del
disolvente. Así, la cadena 6-aralquilica adopta preferentemente la confor-
mación plegada A en DMSO-d6, mientras que las conformaciones B o C son las
preferidas en CDCI3. Estos resultados están de acuerdo con las diferencias
observadas entre los espectros de 111 RMN de los derivados de 2,5—dicetopi-
peridina estudiados, según que estén registrados en CDCI3 ó en DMSO-d6. Así,
para la pareja de diastereoisómeros 4Bab, el apantallamiento observado para el
protón H-3 en el isómero mayoritario 46a es mucho más acusado en DMSO-d6
que en CDCl3, lo que refleja una mayor abundancia de la conformación
plegada en el primero de los disolventes. En esta conformación, el protón 11-3 y
el anillo aromático del sustituyente en posición 6 están más próximos en el
espacio, por lo que la influencia de la corriente de anillo es mayor
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Tabla 3. Porcentajes calculados de los rotánieros A, 11, y (2
NH— NH—
para las 2,5-dicetopiperidinas 45, 4Gab, SSab-OOab
iso’ >11—
z~H7300CO117
(213
Compuesto Disolvente %Ai %~i %C¡ %A11 %
23n ~Cíf
51 20 29
17 26
2 73
50 18 32 50 30
18 7 75 23 74
11 22
8 80
13 25
2 86
18 22
5 83
44 14 42
7 8 85
59 24 17
5 8 87
60 11 29
52 16 32
52 16 32
8 9 83
47 21 32
67 18
18 79
63 20
14 84
60 18
18 82
46 40 14
14 85
57 15
11 87
61
1
28
2
25 14
53 29 18
55 26 19
15 82 3
47 30 23
15
3
17
2
22
o
1-17.
60~
Ar 1-17
A
Ar
45a
46a
46a
4Gb
4Gb
DMSO-d
6
DM50 -a6
COCl~
DMSO-dg
CDC 13
57
25
56 26 22
53 23
30 70
24
o
20
3
67
12
62
12
60
12
55a
55a
55b
55b
56a
56a
5Gb
57a
58a
58a
59a
59b
OOa
Olla
60b
DMSO-d6
CDC)g
DMSO-d6
CD Cl~
DMSO-d6
CDCI3
DM50-dg
CDCIg
DM50
CDCI3
DMSO-d6
DM50-
DMSO-dE
CDC)3
DMSO-d6
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Del mismo modo, se explica que, en el compuesto BOab, el
apantallamiento ejercido por el anillo aromático sobre el grupo 3-metilo en el
isómero BOa, en el que dicho grupo metilo está en disposición cts respecto al
anillo, sea también bastante mayor en DMSO-d6 que en CDC]3. Por el
contrario, en los derivados 3-bencil sustituidos 55ab y 5Bab, el apantallamiento
observado para el protón H-6 en los isómeros minoritarios 55b y 56b es más
acusado en CDCI3 que en DMSO-d6. Esto parece indicar que, en los compuestos
55ab y 5Bab, la contribución de una conformación plegada del grupo bencilo en
posición 3 es más importante en CDC]3 que en DMSO-d6, mientras que la
cadena aromática en 6 adopta preferentemente este tipo de conformación en
DMSO-d6.
En cuanto a las posibles conformaciones del anillo de dicetopiperidina
(Figura 5), en DMSO-d6, la adopción de una de las formas de bote torcido
liv o 5/ parece ser consistente con el plegamiento de la cadena aromática en
posición 6 sobre el anillo de dicetopiperidina y con los valores observados de las
constantes de acoplamiento CH-NP? (Figura 6, Tabla 4) 83,84,92 Cuando el
disolvente es CDCl3, se podría pensar igualmente en las conformaciones
11V o 5/, pero sin descartar las formas bote II o III 84,86,87
11’ 0
11’ N
11 N té 1-1
1-1 ~ U
.7 1-3
1 III III
O
Rl R
1-1
O o
5=1-3 5=0
nr
Figura 5. Conformaciones del anillo de 2,5-dicetopiperidina y constantes de
acoplamiento OH-NH para los confórmeros II, III, 15/y V.
Rl
5=0
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HO o
11N4~
H
Iv
R2, R3 = H, CO2Me, CH2Ph, CH2CO2Et, CH~
Figura 6. Posibles conformaciones en DMSO-d6 para los derivados de
2,5-dicetopiperidina relacionados en la tabla 4.
Tabla 4. Constantes de acoplamiento CH-NH y conformaciones posibles en DMSO-d6
de los derivados de 2,5-dicetopiperidina
Compuesto J1,6 (Hz) Conformación
45a 2,0 IV
46a 2,0 IV
4Gb 0 y
55a O V
55b 2,4 IV
56a O V
5Gb 2,6 IV
58a O V
59a O V
59b 1,2 IV
60a O V
60b 1,9 IV
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2.1.3. PSEUDODIPÉPTIDOS CETOMETILÉNICOS CÍCLICOS
Siguiendo el esquema general de síntesis propuesto en el apartado 2.1, la
obtención de pseudodipéptidos cetometilénicos cíclicos ciclo[XaaM-’LCOCH2]Cxly]
(34) y ciclo [XaaW¡ICOCH2]Yaa] (35), requiere la eliminación del grupo 3-metoxi-
carbonilo de los derivados de 2,5-dicetopiperidina 3,6-di y 3,3,6-trisustituidos,
respectivamente. Esta eliminación, que implicó saponificación del éster
meti$lico seguida de descarboxilación, se llevó a cabo únicamente a partir de los
compuestos 4Gab y 55ab, elegidos como respectivos ejemplos representativos de
derivados que deberían conducir a pseudodipéptidos cetometilénicos cíclicos en
los que el aminoácido C-terminal es Gly y otro aminoácido diferente de éste
(Esquema 7). De esta manera, la saponificación de los compuestos 46ab y SSab
condujo a los correspondientes ácidos carboxílicos G7ab y 6Sab, cuya
descarboxilación por calefacción a reflujo de dioxano dio lugar a
ciclo[Trp’P1iCOCH~]Gly] 69 y ciclo[PheW[COCH2]-ambo-Phe] 7Oab, respectiva-
mente, obteniéndose este último como una mezcla de dos díastereoisómeros en
proporción 2:1.
O O O
1) NaOIUIeOH dioxaoo
fiN 2)HGI fiN A
CO2Me co2u
O O
46ab, 55ab 67ab, 68ab 69, 7Oab
67ab, 69: R’ = CH2In, R
2 = H
GSab,70:R1 =R2 =CH
2Ph
Esquema 7
La asignación de la configuración absoluta de la pareja de diastercoisó-
meros 7Oab se realizó a partir de los espectros de
1H RMN, basándose
nuevamente en los efectos de apantallamiento de los anillos aromáticos de las
cadenas laterales sobre los protones del anillo de 2,5-dicetopiperidina. Así, en
el espectro de 1H RMN en DMSO-d
6 del compuesto 7Oab se observa que en el
isómero minoritario 70b, tanto el protón H-3 como el H-6 se encuentran
apantallados con respecto a esos mismos protones en el isómero mayoritario.
Esto indica disposiciones cts entre los protones H-3 y H-6 y las cadenas 6- y
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3-aralquilicas, respectivamente. Por lo tanto, la configuración absoluta del
diastereoisómero mayoritario 70a se asignó como (3R,6S) y la de 70b
como (3S,6S).
El hecho de que la descarboxilación de BSab para dar lugar a 7Oab
transcurra de forma estereoselectiva 66,93 podría explicarse suponiendo que la
descarboxilación se produce a través de la formación del enol intermedio 71
(Esquema 8). Según este mecanismo propuesto, la protonación del carbono 0-3
tiene lugar preferentemente por la cara inferior del anillo, menos impedida,
dando lugar mayoritariamente al isómero 70a 94.
o 1
Ph Ph Ph Ph~
r I{Ny~2’
68ab 71
o o
Ph Ph
+
HN Ph HN
O o
lOa 70b
Esquema 8
O
1-1
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2.2. DERiVADOS DE 8-OXOINUOLIZIDINAS COMO ANÁLOGOS
CONFORMACIONALMENTE RESTRINGIDOS DE DIPÉPTIDOS
Como se indicó en el apartado 1.3, el esquema sintético que nos debería
permitir la obtención de las 8-amino-3-oxoindolizidina—2-carboxilato 2—susti-
tuidas objeto de este trabajo, se basó en el procedimiento que, previamente,
había conducido con facilidad a 8-amino-3-oxoindolizidinas 2-aralquil susti-
tuidas a partir de pseudodipéptidos cetometilénicos derivados de ornitina
convenientemente protegidos (Boc-Orn(Z)W!ICOCH2]Yaa, Yaa = Phe, Trp) 64~
En este precedente, el procedimiento, consistente en una simple hidrogenación
catalítica, condujo directamente a las 3-oxoindolizidinas entonces buscadas a
través de un proceso que implica, en un solo paso, la hidrogenolisis del grupo
Z, aminación reductiva y y-lactamización. A la vista de estos resultados, se
propusieron las dos rutas sintéticas alternativas indicadas en el esquema
general 9, en las que la elaboración del biciclo lactámico, bien en una primera
etapa (ruta A), o bien en una segunda (ruta B), constituye el paso fundamental.
CO e
l3ocHN
73
NHZ Ruta A
11
BodHN CO2Me CO2Me
o BodUNCQMe
72 NHZ
Ruta E
CQMe
BodHN
o R
CO2Me
74
iR = cadenas laterales de
diferentes aminoácidos
Esquema 9
o
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Así, mediante la ruta A, la aplicación del citado procedimiento a]
cetodiéster derivado de ornitina 72 debería conducir al esqueleto de 8-amino-3-
oxoindolizidina-2-carboxilato 73 como intermedio común para la introducción
posterior de las cadenas laterales de los diferentes aminoácidos (R), incluidas
como sustituyentes en las 3-oxoindolizidinas 2,2-disustituidas 75. Alternativa-
mente, siguiendo la ruta B, la introducción previa de las cadenas laterales de
aminoácidos (R) en el cetodiéster 72 y la subsiguiente formación del biciclo
lactámico deberían dar lugar a las 3-oxoindolizidinas buscadas 75. La
desprotección selectiva de los grupos NP?2 6 CO2H de los compuestos 75
conduciría a los derivados de 3-oxoindolizidina aptos para ser incorporados a
cadenas peptídicas de mayor tamano.
2.2.1. FORMACIÓN DEL ESQUELETO DE 8-AMINO-3-OXOINIJOLIZIDINA-
2-CARBOXILATO
Siguiendo la ruta A del esquema general 9, se llevó a cabo la
hidrogenación catalítica del 4-cetodiéster derivado de Orn 72, para dar lugar en
un solo paso de reacción, y de acuerdo con lo esperado según el ya citado
antecedente 64, a la 3-oxoindolizidina 73 (Esquema 10). Este compuesto mostró
un espectro de ‘H RMN complejo, en el que, al menos, se podía observar la
presencia esperada de dos diastercoisómeros mayoritarios en proporción 1:1
debidos a ]a creación de] centro asimétrico en el carbono 0-2. La separación
cromatográfica de esta mezcla de 3-oxoindolizidinas isómeras 73 no se intentó,
dada la conocida tendencia a racemizarse de los derivados de malonatos
monosustituidos, que impide su resolución 95,96
Con el fin de determinar la estereoselectividad de la aminación reductiva
y de asignar la estereoquímica en 0-Sa, se procedió a eliminar el grupo
2-metoxicarbonilo. Así, la descarboxilación del ácido 76, procedente de la
hidrólisis del éster 73, condujo a una mezcla de los derivados de 8-amino-3-
oxoindolizidina 78a y 78b en proporción 12:1, determinada por HPLC.
Resultados similares se obtuvieron tanto en la formación de los compuestos 76
a partir del cetodiácido 77 como en la descarboxilación subsiguiente. La
asignación de la estereoquímica de los diastereoisómeros 78a y 78b se llevó a
cabo a partir de sus espectros de
1H RMN. Así, en el espectro del isómero
mayoritario 78a, se observa una constante de acoplamiento ~88a de 9,8 Hz, lo
que indica una disposición trans-diaxial de los protones H-8 y H-8a, mientras
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que para el isómero minoritario 78b el valor de la ~S,8a es de 2,9 Hz, indicando
una disposición cts para los mencionados protones.
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Esquema 10
Estos resultados indican que la aminación reductiva implicada en la
elaboración del esqueleto de oxoindolizidina transcurre con un alto grado de
estereoselectividad, conduciendo muy mayoritariamente a una disposición
trans de los sustituyentes en 8 y Sa. En cuanto a configuraciones absolutas, a
la espera de poder determinar si hay racemización alguna del resto de L-Orn
durante la formación de la oxoindolizidina, se asignaron de forma tentativa
como (SS,8aR) y (8S,8aS) para los compuestos 78a y 78b, respectivamente. Por
78a
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tanto, el compuesto 73 y su análogo 76 estarían constituidos por una mezcla de
dos parejas de diastereolsómeros en 0-2 de configuraciones (2RS,SS,8aR) y
(2RS,8S,8aS).
O
N
CO2R
BocHN
73ab: R = CH3
7Gab: R = H
O
N
CO2R
BocHN
73cd: R = CH~
7Gcd: R = H
Con el fin principal de disponer de una serie de derivados de 8-amino-3-
oxoindolizidina-2-carboxilato con distintas configuraciones en sus centros
quirales para ser insertados posteriormente en cadenas peptídicas, se decidió
preparar los compuestos 81, análogos de 73, siguiendo el mismo procedi-
miento, pero utilizando D-Orn como producto de partida (Esquema 11). La
preparación del 4-cetodiéster derivado de Boc-D-Orn(Z) 80 se llevó a cabo
siguiendo el mismo método descrito para su enantiómero 64• La hidrogenación
catalítica de 80 condujo a la obtención del derivado de 3-oxoindolizidina Si como
una mezcla de diastercoisómeros en las mismas proporciones que en el caso de
sus respectivos enantiómeros 73.
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2.2.2. ALQUILACIÓN DE DERIVADOS
DE 8-AMJNO-3-OXOINDOLIZIDINA-2-CARBOXILATO
Para estudiar la posibilidad de introducción de cadenas laterales de
diferentes aminoácidos en la posición 2 del anillo de 8-amino-2-metoxicarbonil—
3-oxoindolizidina, se realizó, en primer lugar, un estudio de la alquilación del
compuesto 73 con bromuro de bencilo (Esquema 12). Además de la gran
reactividad de este agente alquilante, la presencia de una cadena lateral
aromática en el anillo de 3-oxoindolizidina podría ser de utilidad para la
asignación de la estereoquímica de los productos finales obtenidos. De este
modo, se sintetizó el compuesto 82 como mezcla de tres diastereoisómeros. en
proporciones 11:2:1, que pudieron ser separados por cromatografía y cuya
estereoquímica se estableció a partir de sus datos de 1H RMN. Los isómeros
obtenidos en mayor proporción presentan una disposoción trans entre los
protones H-8 y Hl-Sa, como se deduce de los valores de las constantes de
acoplamiento J8,Sa, de 8,6 y 9,7 Hz, respectivamente. Por otra parte, en el
espectro correspondiente al isómero minoritario el valor de la constante Jgs~ es
de 3,1 Hz, lo que está de acuerdo con una disposición relativa ds entre los
mencionados protones. Asumiendo ~ que la configuración en 0-8 es S en los
tres casos, la configuración en 0-Sa se asignó como R para los isómeros
mayoritarios y como S para el minoritario. Por otra parte, el protón Hl-Sa del
diastereoisómero mayoritario 82a aparece apantallado con respecto a ese
mismo protón en el compuesto 78a, ambos de configuración R en 0-Sa. Esta
diferencia se atribuyó al apantallamiento producido por el anillo aromático del
sustituyente en posición 2, por lo que se deduce que el protón H-8a y eí grupo 2-
bencilo se disponen en la misma cara del anillo heterocíclico. Como era de
esperar, el protón H-Sa del isómero 82b presentó un desplazamiento químico
muy similar al de ese mismo protón en 78a. Finalmente, la configuración
absoluta del isómero minoritario 82c se asignó como (2S,SS,SaS), teniendo en
cuenta el apantallamiento observado para el protón Hl-Sa de este compuesto en
comparación con el de 78b, que indicaba nuevamente una disposición relativa
cts entre el grupo bunciioyel mencionado protón.
+ Como ya se ha mencionado en el capítulo anterior, las asignaciones de configuraciones
absolutas, tanto en las indolizidinas obtenidas a partir de L-Orn como de D-Orn, se
realizaron, en principio, de manera tentativa partiendo de una ausencia total de
racemización en el C-cx del aminoácido. Este aspecto se resolverá definitivamente tras el
estudio de enantioselectividad en el proceso de formación de estos biciclos (Apartado 2.2.3.)
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La introducción de la cadena lateral del Trp en la posición 2 del anillo de
3-oxoindolizidina, se llevó a cabo por tratamiento del compuesto 73 con
metíyoduro de gramina, utilizando metóxido sódico como base. En estas
condiciones se obtuvo el compuesto 83, también formado por una mezcla de tres
diastereoisómeros en proporciones 11:2:1. La asignación de la configuración en
0-2 y 0-Sa se realizó nuevamente a partir de las constantes de acoplamiento
~8,8a y los valores de desplazamiento químico de los protones H-8a, siguiendo el
mismo razonamiento que en el caso de los derivados 82.
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La alquilación de 73 con bromoacetato de etilo, agente alquilante portador
de un precursor de la cadena lateral del Asp, utilizando metóxido sódico como
base, condujo a la obtención de 84 con bajo rendimiento. Sin embargo, una
reacción similar utilizando NaH dio lugar al compuesto 84 con un rendimiento
aceptable. El espectro de 1H RMN de 84 indicó la presencia clara de dos
diastereoisómeros en proporción aproximada 5:1, detectándose también trazas
de un tercer diastereoisómero. Como en este caso no fue posible la separación
cromatográfica de los mismos, la asignación de la configuración se realizó a
partir de los datos de 1H RMN de la mezcla. Nuevamente, el isómero
mayoritario presenta una constante de acoplamiento ~88a de 8,5 Hz,
concordante con una disposición trans entre los protones H-8 y H-Sa.
Suponiendo que el ataque del agente alquilante tiene lugar preferentemente por
la misma cara del anillo que en los casos anteriores, el compuesto mayoritario
84a se correspondería con el isómero (2S,SS,SaR), mientras que el minoritario
84b presentaría configuración (2R,8S,SaR).
La desprotección parcial de los compuestos 82a, 82b, 82e, 83a y 83b por
tratamiento con NaOH, condujo a los correspondientes ácidos carboxílicos 85a,
85b, 85c, SBa y 86b, respectivamente (Esquema 12), adecuados para su
introducción en péptidos de mayor tamaño, como se detallará en el capítulo 2.3.
La alquilación con bromuro de bencilo del correspondiente derivado de
3-oxoindolizidina 81, preparado a partir de D-Orn, dio lugar al compuesto 87
(Esquema 13), constituido por una mezcla de tres diastereoisómeros en
idénticas proporciones a las descritas para 82. Los espectros de ‘H RMN de
estos tres diasteroisómeros son idénticos a los de sus enantiómeros
correspondientes, 82a, 82b y 82c, respectivamente.
Los compuestos 87a y 87b fueron saponificados a los ácidos carboxílicos
88a y 88b, adecuados para su introducción posterior en la secuencia del
hexapéptido C-terminal de la Neurotensina, como se indicará en el capítulo
correspondiente.
De forma general, la alquilación de las 2-metoxicarbonil-3-oxoindolizi-
dinas transcurre con rendimientos moderados, que oscilan entre el 58% y el
69%, obteniéndose en todos los casos con esteroselectividades similares,
independientemente del agente alquilante utilizado. Se observa también que la
entrada del agente alquilante tiene lugar preferentemente por la misma cara
del anillo de 3-oxoindolizidina en la que se encuentra el protón H-8a.
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2.2.8. ENANTIOSELECTIVIDAD EN LA FORMACIÓN DE DERIVADOS
DE S-AMINO-3-OXOINDOLIZJDINA-2-CARBOXILATO
Cuando se llevó a cabo el acoplamiento de los compuestos 82 con
Boc-L-Trp, con objeto de preparar análogos conformacionalmente restringidos
de COK (Capítulo 2.3), se observó que, tanto a partir del compuesto 82a como de
82h, se obtenían mezclas de dos diastereoisómeros. Este hecho podía ser debido,
bien a la racemización parcial del L-Trp durante el proceso de acoplamiento o
bien a que las 3-oxoindolizidinas 82a y 82b estaban constituidas por mezclas de
enantiómeros. Teniendo en cuenta que los métodos de formación del enlace
peptídico empleados no producen normalmente racemización, la segunda
explicación parecía más probable. Para esclarecer este punto, se llevó a cabo
un seguimiento de la ruta sintética utilizada para la preparación de los
derivados de 3-oxoindolizidina, estudiándose concretamente los 4-cetodiésteres
derivados de Orn y las 3-oxoindolizidinas 2,2-disustituidas. Los primeros
BocHN
o
Ph
CO2H
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fueron elegidos para determinar si durante la etapa de obtención de los 4-ceto-
diésteres se producía racemización del derivado de Orn de partida. Por otra
parte, la determinación del exceso enantiomérico de las 3-oxoindolizidinas
2,2-disustituidas nos daría idea de la enantioselectividad durante el proceso de
generación del anillo de 3-oxoindolizidina. En este caso, no se eligieron las
2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidinas intermedias, ya que el hecho de que se
obtengan como mezclas de diastereoisómeros interconvertibles en 0-2
dificultaría el estudio. Además, es poco probable que la reacción de alquilación
en 0-2 afecte a los centros asimétricos 0-8 y 0-Sa, previamente creados, por lo
que los resultados obtenidos con los derivados 2,2-disustituidos pueden ser
extrapolables a las 2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidinas. Para llevar a cabo este
estudio se prepararon, en primer lugar y de forma paralela, los 4-cetodiésteres
72 y 80, derivados de L- y D-Orn, respectivamente. A continuación estos
compuestos fueron hidrogenados en idénticas condiciones de concentración y
presión de H2, y a temperaturas de 12-14 OC para 72 y 14-15 CC para 80, dando
lugar a las 2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidinas 73 y 81. Estos derivados fueron
alquilados posteriormente con bromuro de bencilo, en las condiciones ya
indicadas, para dar lugar a los compuestos 82 y 87, respectivamente,
procediéndose finalmente a la separación cromatográfica de los correspon-
dientes diastereoisómeros.
Para determinar la pureza enantiomérica de los 4-cetodiésteres 72 y 80,
así como de los derivados 82a, 82b, 87a y 87b, se recurrió al empleo de auxiliares
quirales ~, para obtener, si fuera el caso, los correspondientes derivados como
mezclas de diastereoisómeros, detectables por RMN. Entre los diversos tipos de
auxiliares quirales existentes se eligieron, en primer lugar, los agentes
quirales de solvatación 97,98, dada la rapidez y simplicidad del experimento y la
imposibilidad tanto de problemas de resolución cinética como de racemización
de la muestra. Los espectros de ‘Hl RMN de los compuestos 72, 82a y 82b
registrados en presencia de cantidades crecientes (de 1 a 4 equivalentes) de
(S)-(+)-TFAE y utilizando CDCl3 como disolvente no presentaron desdobla-
miento en ninguna de las señales. Aunque el CDCI3 es uno de los disolventes
más adecuados para este tipo de ensayos, dada su baja polaridad, se registró
también el espectro de ‘Hl RMN del compuesto 82b junto con 3 equivalentes de
(S)-(+)-TFAE en benceno-d6, por si la menor polaridad de este último pudiera
ser un factor decisivo para la eficacia del experimento. Sin embargo, tampoco
en este caso se observó desdoblamiento de señales.
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72
Los agentes quirales de derivatízación ~, de uso muy extendido para
determinar excesos enantioméricos, presentan la ventaja de que para los
diastereoisómeros obtenidos el A~ observado suele ser del orden de cinco veces
superior al que se observa con los agentes quirales de solvatación. Dentro de
estos agentes, se utilizó el ácido a-metoxi-c~-(trifluorometil)feni1acético
(MTPA) 99, que es el de aplicación más amplia para derivatizar aminas
primarias y secundarias, así como aminoácidos 100.
La desprotección del grupo 5-amino de los 4-cetodiésteres 72 y 80 con
TFA, seguida de tratamiento con (R)-(+)-MTPA en presencia de BOP 101,
condujo a la obtención de los derivados 89 y 90, respectivamente (Esquema 14).
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En la evaluación por }{PLC de los crudos de reacción se observó que tanto
para 89 como para 90 se obtenía un solo pico con idéntico tiempo de retención.
Tras una cuidadosa purificación cromatográfica se registraron los espectros
de
1H RMN en CDCl
3. Cada uno de ellos muestra la existencia de un único
grupo de señales, con pequeñas diferencias de desplazamientos entre uno y
otro. Para determinar si estas diferencias eran debidas a pequeñas variaciones
en las condiciones en que se obtuvieron los espectros, se compararon éstos con
el espectro de una mezcla preparada con los derivados 89 y 90 en proporción
3:1. En este último se observa el desdoblamiento claro de las señales
O
O
90
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correspondientes a los protones H-7 y al OCH3 del MTPA. Por tanto, se puede
concluir que, dentro de los límites de detección de la RMN, la formación de los
4-cetodiésteres derivados de L- y O-Orn transcurre sin racemización. Los
valores de AS (~sg-~9o) observados están de acuerdo con las predicciones teóricas
del modelo del MTPA, según el cual los derivados de este tipo adoptan, en
disolución, una conformación preferente en la que el grupo carbonilo de la
amida se encuentra eclipsado con el grupo trifluorometilo y con el hidrógeno
11-5 ~ (Figura 7). Así, los protones 11-7 del compuesto 90 aparecen apantallados
por la corriente de anillo del grupo fenilo 99, próximo en el espacio (AS = 0,22
ppm). Por otra parte, el AS observado para el grupo a-metoxilo (—0,13 ppm)
indica que, en el isómero 90, los protones de dicho grupo están desapantallados
por eí grupo carbonilo, ya que ambos grupos están orientados hacia el mismo
lado del plano del MTPA ~.
COcH2cH(cO2cH3)2 (CH<93-NHZ
MeO Ph Ph
ZHN-(CH2y,
45)
89 90
Figura 7. Conformaciones preferentes en disolución, según el modelo del
MTPA, de los cetodiésteres derivatizados 89 y 90.
Seguidamente se derivatizaron con (R)-(+)-MTPA los compuestos 82a y
87a (Esquema 15) y 82b y 87b (Esquema 16), aplicando el mismo procedimiento
utilizado para los 4-cetodiésteres.
El análisis de HPLC de los crudos de reacción indicó que tanto a partir de
82a como de 87a se obtenía la mezcla de diastereoisómeros 91a+91b, en
proporciones 6,3:1 y 1:5,8, respectivamente. Del mismo modo, la derivatización
por separado de 82b y 87b condujo en ambos casos a la obtención del compuesto
92ab, en proporciones a/b de 5,4:1 y de 1:3,9, respectivamente.
Nuevamente, los valores de AS(a-b) encontrados en los espectros de
‘Hl RMN de las parejas de diastereoisómeros 9lab y 92ab presentan una gran
concordancia con las predicciones del modelo del MTPA (Tabla 5, Figura 8).
Así, los valores de AS negativos para los protones 11-1 y Hl-Sa son consistentes
con el apantallamiento de dichos protones por la corriente de anillo del grupo
MeO
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fenilo en los isómeros 91a y 92a, mientras que los valores positivos para los
protones H-7 indican que son éstos los que, en los isámeros 91b y 92b, se
encuentran del mismo lado que el anillo aromático.
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Tabla 5. Diferencias de desplazamiento químico (ppm) más significativas
de ‘a RMN [(CDg)2C0] de las parejas de diastereoisómeros 9lab y 92ab
Compuesto 11-1
AS(a-b), ppm
H-7 ¡1-Sa
9lab —0,26 + 0,11 + 0,12 —0,16
92ab —0,29 —0,17 + 0,11 + 0,16 —0,14
Ph
Cofa3
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Figura 8. Conformaciones preferentes en disolución, según el modelo
del MTPA, de los compuestos 9lab y 92ab.
La diferencia en la proporción de díastereoisómeros obtenida a partir de
82a (6,3:1) y 82b (5,4:1), en los que, por proceder de la misma reacción, el exceso
enantiomérico debe ser idéntico, sugiere la existencia de algún problema de
resolución cinética, debido a las diferentes velocidades de reacción de los
O
11
—66-—
sustratos enantiómeros frente al reactivo quiral 9~. Se obtiene un resultado
similar al derivatizar los compuestos 87a y 87b, como ya se ha indicado. Para
tratar de evitar este problema, se procedió de nuevo a la introducción del MTPA
en los derivados de 3-oxoindolizidina, utilizando un gran exceso de! cloruro del
ácido de Mosher correspondiente, mucho más reactivo loo. En estas
condiciones, los diastereoisómeros 9lab se obtuvieron en proporciones 5,3:1 y
1:5,3, a partir de 82a y 87a, respectivamente. Sin embargo, una derivatización
similar de 82a y 87a con cloruro de (R)-(—)-MTPA condujo a proporciones de la
pareja de diastercoisómeros 93ab de 7,6:1 y de 1:4,9, respectivamente (Esquema
17). Este hecho indica que la utilización de los cloruros de ácido no soluciona el
problema de resolución cinética y, por lo tanto, las proporciones de las mezclas
de diastercoisómeros obtenidas se deben considerar como aproximadas.
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Esquema 17
En cualquier caso, los resultados de este estudio de derivatización con
MTPA ponen de manifiesto que los derivados de 3-oxoindolizidina preparados
están constituidos por mezclas de dos enantiémeros formados durante el
proceso de elaboración del anillo heterocíclico. Teniendo en cuenta que el
centro asimétrico en 0-Sa se forma durante la reacción de aminación reductiva
intramolecular, los intermedios de esta reacción han de ser los determinantes
de la formación de las mezclas de enantiómeros obtenidas (Esquema 18). Así,
si la reacción de hidrogenación del ‘y-cetodiéster 72 transcurriese a través de la
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imina intermedia A 102,103, se obtendrían las piperidinas D y E que, tras
y-lactamización, darían lugar a los derivados de 3-oxoindolizidina 73ab y 73cd
mayoritarios. Por otra parte, a través de un equilibrio imina-enamina, la
imina A puede convertirse en la imina 0, cuya hidrogenación generaría las
3-oxoindolizidinas 8lab y 8lcd. Dado que las transposiciones imina-enamina
están favorecidas por el calor, para comprobar la validez de este mecanismo
propuesto, se llevó a cabo la hidrogenación del ‘y-cetodiéster 72 a 40 OC. La
derivatización del compuesto 82a, preparado por alquilación de la 2-metoxi-
carbonil-3-oxoindolizidina 73 así obtenida, condujo a los derivados 9lab
(a¡b = 2,1:1) y 98ab (a/b = 2,8:1), siendo las proporciones a/b muy superiores a las
encontradas cuando la hidrogenación de 72 se había llevado a cabo a
temperatura más baja (Tabla 6).
Tabla 6. Excesos enantioméricos determinados tras derivatizacién con MTPA
de las 3-oxoindolizidinas 82a, 82b, 87a y 87b
Proporción alb (% exceso enantiornérico)
Prod. de Temp. de Prod. final — __________ ______
partida hidrogen. denvatizado (R)-(+)-MTPA-OH (S)-(+)-MTPA-C~ (R)-&-i-MTPA-CI
u-Orn 12-14 0C 9lab 6,3:1 (73) 5,3:1 (68)
L-Orn 400C 91ab 2,3:1 (39) 2,1:1 (35)
D-Orn 14-15 0C 9iab 1:5,8 (71) 1:5,3 (68)
u-Orn 12-14 0C 92ab 5,4:1 (69)
1)-Orn 14-15 <C 92ab 1:3,9 (59)
u-Orn 12-140C 93ab 7,6:1 (77)
u-Orn 40<C SSab 2,8:1 (47)
n-Orn 14-15 0C S3ab 1:4,9 (66)
La estereoselectividad obtenida en 0-Sa se puede explicar también por
medio de este mecanismo, ya que es de esperar que la hidrogenación ocurra
preferentemente por la cara superior de la imina A o por la inferior de la
imina 0, para dar lugar al derivado de piperidina con los dos sustituyentes en
disposición relativa trans diecuatorial (D o F). La pequeña proporción del
isómero minoritario podría proceder de la hidrogenación de la imina por el
lado menos favorable o bien de la hidrogenación de la enamina. Sin embargo,
la gran resistencia a la reducción del doble enlace enamínico observada tanto
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en el derivado de hexahidroindolizina 106, que se describe más adelante, como
en el caso de otros sistemas relacionados 104,105, apoya el que la hidrogenación
proceda en todos los casos vía la imina intermedia.
2.2.4. FORMACIÓN DE DERIVADOS DE Sa-HIDROXI- Y Sa-ALCOXI-8-AMINO-
3-OXOINDOLIZIDINA-2-CARBOXILATO 2-SUSTITUIDOS
De acuerdo con el esquema 9 (Apartado 2.2) se abordé la ruta sintética B,
como alternativa a la descrita en el apartado 2.2.1 para la síntesis de los
derivados de 8-amino-3-oxoindolizidinas 2,2-disustituidas de fórmula general
75. Cabría esperar, en principio, que por esta segunda ruta, la reacción de
alquilación para introducir las cadenas laterales de los aminoácidos, en este
caso, en los derivados malónicos lineales, transcurriera con mayor
rendimiento que en el caso de la ruta A, en que se introducían en la
oxoindolizidina previamente formada. En una segunda etapa, los 4-ceto-
diésteres portadores de dichas cadenas deberían conducir, en las condiciones
de hidrogenación habituales, a los derivados de 3-oxoindolizidina-2-carboxilato
2-sustituidos, de manera similar a como ocurría en las 3-oxoindolizidinas
2-monosustituidas análogas 64
Para explorar esta segunda ruta, se preparó, con excelente rendimiento,
el 4-cetodiéster 94 por alquilación del compuesto 72 con bromuro de bencilo. En
contra de lo esperado, la hidrogenación catalítica de 94 utilizando MeOH como
disolvente (método A), no dio lugar a las correspondientes 3-oxoindolizidinas
2,2-disustituidas buscadas sino a una mezcla de los derivados Sa-metoxi y
Sa-hidroxi sustituidos 95 y 96 (Esquema 19), ambos con el grupo 2-carboxflato
como ácido libre. Efectuando el seguimiento de la hidrogenación por HPLC se
observa la formación exclusiva del compuesto 95, mientras que el derivado 96
se obtiene por hidrólisis de 95 durante la manipulación de la reacción. En el
espectro de ‘H RMN registrado en DMSO-d6 de la mezcla de 95 y 96 no se
observan las señales correspondientes a los protones H-8a, apareciendo los
protones H-1 simplificados en forma de dobletes. Por otra parte, entre las
señales atribuibles al derivado mayoritario 95 se observa un singlete a 3,01
ppm, que integra para tres protones y que indica la presencia del hemiaminal
O-metilado. El espectro de ‘
3C RMN muestra señales características de
carbono cuaternario a 90,18 y 85,49 ppm, asignables a los carbonos
hemiaminálicos 0-Sa de 95 y 96, respectivamente 1061OS~
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Con el fin de minimizar la fácil hidrólisis del compuesto 95 e impedir así
su transformación en el derivado Sa-hidroxilado 96, se trató la mezcla de los
dos con CH2N2, lo que dio lugar a la obtención de los ésteres metílicos 97 y 98,
que pudieron ser separados por cromatografía. La asignación de la
configuración absoluta de los dos nuevos centros asimétricos generados en el
proceso de formación del anillo de 3-oxoindolizidina, 0-2 y C-8a, se llevó a cabo
a partir de los compuestos 97 y 98 por medio de experimentos de NOE
bidimensional (NOESY). El compuesto 98 muestra un fuerte intercambio
dipolar de magnetización (NOE) entre los protones H-1¡3 y 11-5, por una parte, y
H-1j3 y 2-CH2, por otra (Figura 9), lo que indica que el protón 11-8 y el grupo
bencilo en posición 2 se encuentran del mismo lado de la molécula. Del mismo
modo, se observa un fuerte NOE entre los protones 11-la y OH, de donde se
deduce que el protón H-8 y el grupo OH deben hallarse en disposición relativa
trans. En el caso del derivado 8a-metoxi sustituido 97, se observan fuertes
NOEs entre los protones H-1j3-OCH3, 11-113-2-0112 y H-8-OCH3, indicando que el
protón 11-8 y los grupos OCR3 y 2-bencilo se encuentran en disposícion
relativa cia
O O
COQCH3
Ph
BocHN H BocEN H
98
Figura 9. NOEs significativos observados para los compuestos 97y 98.
Para intentar explicar la formación del derivado carboxílico 95, así como
los resultados estereoquimicos de la ciclación, se pueden proponer dos posibles
mecanismos (Esquema 20). Así, suponiendo la formación inicial del hemiami-
nal A, en el que el anillo de piperidina adopta una conformación tipo silla con
los grupos 2-alquilo y 3-amino en disposición relativa trans-diecuatorial, la
hidrólisis del éster metílico al correspondiente ácido carboxilico podría tener
lugar a través de la lactona D, mediante el desplazamiento del grupo
carboxílato por ataque del disolvente (MeOH> 109, para dar lugar directamente
97
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al derivado Sa-metoxi sustituido 95. Esta fisión alquil-O ocurre probablemente a
través de un mecanismo bimolecular BAL2 110-112, ya que se obtiene
exclusivamente el isómero que procede de la inversión total de la configuración
del carbono U-Sa. La lactama tricíclica D podría formarse a partir del ion
iminio 0, procedente a su vez del derivado Sa-hidroxilado 98, o de la más
improbable acilación intramolecular de la imina intermedia B 113,114 El
segundo mecanismo propuesto implica la formación de la espirolactona
intermedia E, que podría evolucionar hacia la lactama D o tranformarse, por
ataque del disolvente, en la metoxipiperidina F, por medio también de un
mecanismo BAL2. En este último caso, una rápida y-lactamización de F a
través del éster metílico exclusivamente daría lugar al ácido carboxílico 95. El
estereocontrol observado en 0-2, al obtenerse únicamente el isómero de
configuración 2S, podría estar determinado por la posibilidad de formación de
enlaces de hidrógeno ~ en el hemiaminal intermedio A o por la existencia de
un mecanismo de tipo concertado, que implicase la formación de la lactama
tricíclica D y su hidrólisis por el MeOH o bien la metanolisis de la espirolactona
E y su ‘y-lactamización a través del éster metílico.
Con el fin de comprobar la participación del disolvente alcohólico en el
curso de la reacción, se llevó a cabo la hidrogenación del 2-bencil-4-cetodiéster
94, utilizando EtOR como disolvente (Esquema 19, método B). Se obtuvo así el
análogo Sa-etoxi sustituido 99, junto con Ja 3-oxoindolizidina Sa-hidroxilada 96,
procedente, también en este caso, de la hidrólisis del alcoxi derivado. El
tratamiento de esta mezcla con CH
2N2 dio lugar a los correspondientes ésteres
metílicos 100 y 98. La caracterización de los compuestos 99 y 100 se efectuó por
correlación de sus espectros de 111 RMN y de 130 RMN con los de los Sa-metoxi
derivados 95 y 97, respectivamente.
Una vez puesta de manifiesto la implicación del alcohol utilizado como
disolvente en esta reacción, se llevaron a cabo dos ensayos más de
hidrogenación del 4-cetodiéster 94 en disolventes no alcohólicos, concretamente
AcOEt y THF (Esquema 19, método 0). La aplicación del procedimiento
habitual dio lugar, en ambos casos, a un único producto de reacción, que se
identificó como la 8a-hidroxi-3-oxoindolizidina 98. La formación del
hemiaminal A con dos enlaces de hidrógeno intramoleculares podría explicar
la estereoespecificidad observada en la formación de este producto. La
obtención de este derivado de 3-oxoindolizidina Sa-hidroxi sustituido parece
indicar que, en este caso, la y-lactamización del hemiaminal A es más rápida
que su hidrogenolisis para formar la correspondiente piperidina, y que la
—74-----
N-acilación intramolecular del hemiaminal impide la subsiguiente reducción,
al menos en las condiciones de hidrogenación utilizadas.
Para intentar esclarecer la participación del compuesto 98 como
intermedio en el proceso de obtención de los derivados 8a-alcoxi sustituidos, se
efectuó un seguimiento de las correspondientes disoluciones de 98 en MeOH y
EtOH a lo largo de varios días. En estas condiciones el hidroxi derivado 98
resultó completamente estable, por lo que, de los dos mecanismos propuestos,
e] que transcurre a través de la espirolactona parece e] más probable.
La hidrogenación catalítica de 2-bencil-4-cetodiésteres derivados de Orn
conduce, por tanto, de forma totalmente estereoespecífica, a derivados de
8-amino-3-oxoindolizidina 2,2-disustituidos portadores de un grupo hidroxilo o
alcoxilo en posición Sa. dependiendo del disolvente utilizado.
Teniendo en cuenta el alto grado de funcionalización de estos
compuestos, se consideró su posible utilidad como intermedios para la síntesis
de diferentes análogos de indolizidinas. Por una parte, se intentó la
desoxigenación radicálica del derivado 98 con hidruro de tributilestaño, previa
esterificación del grupo OH con el reactivo adecuado 116 (Esquema 21).
O dR/DMA?, O O
CH3CN 6 THF CO2Me N CO2Me
-~ ‘—Ph —Ph
011
BocHN BociziN BocHN
Bu>5nH
o
CO.~Me
II:: CSOPH, COCO2Me Ph + Bu3Sn
BocHN
82b, 82c
Esquema 21
Con ello se pretendía acceder preferentemente a los derivados 82b u 82c,
isómeros que se habían obtenido de forma minoritaria al efectuar la
alquilación directa del anillo de 2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina. Sin
embargo, el tratamiento de 98 con cloruro de feniloxitiocarbonilo en presencia
98
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de DMAP no condujo a la obtención del producto de esterificación deseado,
probablemente debido a problemas de impedimento estérico. Sin embargo, la
utilización de cloruro de metoxalilo 117, menos voluminoso, tampoco dio lugar
al resultado esperado, recuperándose el producto de partida inalterado. Este
hecho parece indicar que el grupo OH del hemiaminal no es lo suficientemente
reactivo frente a los agentes de acilación empleados.
Por otra parte, y ante el fracaso de estos intentos, se procedió a la
utilización de métodos más drásticos de reducción. Los ensayos de
hidrogenación del compuesto 98, utilizando como catalizadores Pd(OH» y PtO2,
resultaron también infructuosos. Finalmente, la calefación a reflujo de THF de
98 en presencia de 3 equivalentes de NaBHi, (Esquema 22) condujo, tras
purificación cromatográfica, a la obtención de dos productos de reducción, 101
y 102, que fueron caracterizados a partir de sus datos analíticos y
espectroscópicos. En ambos casos se observa la transformación del éster
metiico en el correspondiente alcohol. Además, el espectro de ‘
3C RMN de 101
mantiene el carbono cuaternario del grupo hemiaminal 0-Sa (85,67 ppm).
mientras que en el espectro de 130 RMN del producto minoritario 102 se
observa la desaparición de las señales correspondientes al carbono
hemiaminálico y al carbono carbonílico 0-3, lo que indica que ha tenido lugar
la reducción de ambos grupos. En el espectro de 111 RMN de 102, el valor de la
constante de acoplamiento ~8,8a es de 10,0 Hz, indicando una disposición
relativa trans entre los protones H-8 y Hl-Sa.
Como vía alternativa para la preparación del compuesto 102, se ensayó
la reducción del derivado de 3-oxoindolizidina 82b con NaJ3H
4 y LiAlH4
(Esquema 22). Sin embargo, en estas condiciones, los compuestos 82a y 82b
condujeron a los derivados 103 y 104, respectivamente, en los que únicamente
se redujo el grupo metoxicarbonilo. De manera similar, el tratamiento del Sa-
etoxi derivado 100 con LiAlH4 a reflujo de THF dio lugar exclusivamente a la
obtención del producto de reducción del éster metílico 105.
Los derivados 8a-hidroxi y 8a-alcoxi sustituidos anteriormente descritos,
pierden fácilmente una molécula de H20 ó alcohol en presencia de medios
ácidos. Así, el tratamiento del compuesto 98 con cantidades catalíticas de TEA
(Esquema 23) condujo a la obtención del derivado enamínico 106. El espectro de
‘H RMN de este producto muestra la desaparición de las señales
correspondientes a los protones 11-8 y H-Sa, mientras que en el espectro de
130 RMN se observa una señal de carbono cuaternario a 109,03 ppm, atribuible
a los carbonos 0-8 y 0-Sa 11S~ Todos los intentos de hidrogenación del doble
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enlace enamínico, a diferentes presiones y temperaturas y con distintos
catalizadores, resultaron infructuosos. El tratamiento con NaBH3CN en medio
ácido 119 tampoco condujo al correspondiente compuesto saturado.
o
N OH
Ph
OH
BocHN
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+
BocHN
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2.2.5, MODELIZACIÓN MOLECULAR DE DERIVADOS DE S-AMINO-3-OXOINDO-
LIZIDINA-2-CARBOXILATO. ANÁLISIS CONFORMACIONAL MEDIANTE
DINÁMICA MOLECULAR
Puesto que las 3-oxoindolízidinas aquí descritas se pueden relacionar con
otras lactamas bicíclicas capaces de mimetizar giros 13 4756, se consideró de
interés efectuar el análisis conformacional de estos derivados con el fin de
conocer su capacidad para inducir conformaciones plegadas y, más
concretamente, conformaciones de giro 13.
Estructuralmente los giros 13 pueden definirse como pseudociclos de diez
eslabones, estabilizados por un puente de hidrógeno intramolecular entre el
grupo carbonilo del primer residuo y el NR del cuarto, y para los que la
distancia ctC1-cC4 es =7 A (Figura 10) 120,121 Por otra parte, el tipo específico
de giro 13 se clasifica de acuerdo con los ángulos de torsión b y ‘-Y de los residuos
2 y 3 del esqueleto peptídico.
R
2 ~,
UN’
11’ H>4uCj
fi
N-tcrniinal
0
ji
C-termiral
dac
1-rC4 =7A
Tipo ‘½ ‘Vg
—60 —30 —90 0
60 30 90 0
—60 120 80 0
60 —120 —80 0
—60 —30 —60 —so
iii- 60 60 30
Figura 10. Estructura general de los giros ¡3 y principales tipos.
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H3C
Para llevar a cabo el estudio conformacional se eligieron como modelos
sencillos los derivados de 3-oxoindolizidina A, B y C, en los que los grupos
N-acetilo y N-metilcarboxamida constituyen una simplificación usual de los
residuos 1 y 4 de los giros 13. Por otra parte, la estereoquímica de los diferentes
centros asimétricos se corresponde con la de aquellos isómeros que se obtienen
tras alquilación en C-2 del esqueleto básico de 2-metoxicarbonil-3-oxo-
indolizidina.
O o o
N H N H
o
HN H HYL. HN PIN~ HN Fi HN~ CH3
CTS
H3C
A B C
Las estructuras iniciales de los compuestos modelos A, B y C, se
construyeron utilizando distancias y ángulos estándar incluidos en el
programa Insightll 122• Estas geometrías, una vez optimizadas con el campo
de fuerza de segunda generación cvff9l 123, se utilizaron como punto inicial
para el minucioso análisis conformacional llevado a cabo con cada una de las
moléculas.
La metodología utilizada para el análisis conformacional ha usado las
técnicas de dinámica molecular a alta temperatura y posterior minimización.
El uso de la dinámica molecular está basado en la idea de que el aumento de la
energía de la molécula, por asignación a cada átomo de velocidades al azar,
puede ser llevado a cabo de tal forma que le permita superar las barreras
energéticas existentes entre los diferentes mínimos, siguiendo las leyes de
Newton. La posterior minimización de las estructuras obtenidas por este
método proporciona una idea de los diferentes mínimos accesibles para dicha
molécula.
La efectividad de esta metodología para explorar el espacio conforma-
cional en función de la temperatura utilizada en la dinámica molecular ha
sido estudiada por Kollman 124, aplicándola al éter 18-corona-6. En este
trabajo se llega a la conclusión de que cuando las simulaciones se llevan a
cabo entre 700 y 800 1< se encuentra un número mayor de conformaciones de
mínima energía que a temperaturas más altas o más bajas. Con e] fin de
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comprobar si éste es un principio general para todo tipo de compuestos o si
solamente es aplicable al compuesto estudiado por Kollman, se realizaron tres
dinámicas moleculares a 750 K para cada uno de los compuestos antes
mencionados. La primera dinámica utilizó como estructura inicial la
comentada anteriormente, la segunda, aquélla de mínima energía de la
primera dinámica y la tercera, la estructura de menor energía no encontrada
en la primera dinámica. Asimismo, se efectuaron tres dinámicas para cada
compuesto a 1500 K utilizando las mismas estructuras iniciales que a 750 K.
Las condiciones exactas en que se ha realizado este estudio suponen un
primer paso de calentamiento progresivo, en el que se fue elevando la
temperatura de las moléculas 5 K cada 0,15 Ps (10 K para las dinámicas a
1500 K) hasta llegar a la temperatura deseada. Este proceso fue seguido de
20 Ps de estabilización con el fin de que la energía cinética se distribuyera
uniformemente en la molécula. Por ultimo, se llevaron a cabo 75 Ps de
simulación, durante los que se almacenaron 300 estructuras a intervalos
regulares de tiempo. Cada una de estas estructuras se optimizó aplicando el
campo de fuerza cvIIiYl durante 500 ciclos del método de minimización Steepest
Decent, con el fin de eliminar las interacciones más importantes en las
moléculas y, posteriormente, durante los ciclos necesarios del método de
minimización Conjugate Gradients hasta que el gradiente alcanzase un valor
menor de 0,001. Los mínimos así obtenidos se compararon entre sí con el fin
de eliminar aquéllos que se encontraban repetidos.
Los mínimos encontrados en cada una de las dinámicas efectuadas a
750 K y a 1500 K se encuentran recogidos en la tabla 7. El número total de
mínimos obtenidos, considerando conjuntamente las dinámicas a 750 K y a
1500 K, fue de 93 para el compuesto A, 76 para B y 88 para C. Dado el elevado
número de mínimos, y aunque todos ellos fueron estudiados, para la
presentación de los resultados se consideraron únicamente los veinte
mínimos de menor energía, tal y como se recoge en las tablas 8-10.
En primer lugar, se observa que en estructuras con pocos grados de
libertad, como las estudiadas en este caso, la probabilidad de encontrar el
mínimo absoluto es mayor que la de encontrar otros mínimos. Así, en todas
las dinámicas se ha llegado al mínimo absoluto, cualquiera que fuese la
estructura de partida. En cuanto a la distribución de mínimos, se observa que
en las dinámicas a 750 K, la mayoría de las conformaciones obtenidas
corresponden a aquéllas de más baja energía, mientras que otros confórmeros
sólo aparecen cuando se utilizan temperaturas más altas (1500 K). Ademas, se
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comprueba que las dinámicas a 1500 K proporcionan, independientemente de
la estructura de partida, un número mayor de confórmeros de baja energía
que las dinámicas a 750 K, en contra de lo expuesto por Kollman para el éter
1S-corona-6 124 La mayor desventaja de la utilización de temperaturas
elevadas es la facilidad con que se produce la isomerización de los enlaces
peptídicos a disposiciones cis, poco habituales experimentalmente. Esta
isomerización no se observa cuando la dinámica se efectúa a 750 1<.
Tabla 7. Mínimos encontrados en las diferentes dinámicas moleculares
llevadas a cabo con las estructuras A, E y C
Temperatura Estructura
Número de mínimos
1’. Dinámica 2’. Dinámica 3’. Dinámica
750K A 20 15(22) 24(27)
E 15 21 (22) 13 (22)
C 14 15(16) 13(17)
1500K A 49 62(72) 72(92>
8 51 49(65) 55(75)
C 65 34(74) 62(87)
Los números entre paréntesis indican el número total de mínimos teniendo en cuenta las dinámicas
antenores.
Como ya se ha indicado, para cualquier tipo de giro 13 la distancia
czCí-aC4 debe ser inferior o igual a 7 A y, por lo tanto, éste es un primer
parámetro a tener en cuenta para determinar la presencia de este tipo de
giros. Así, de los veinte mínimos de baja energía obtenidos para la estructura
A, únicamente los confórmeros A4, AS y Ah presentaron valores de dctC1-uC4
inferiores a 7 A (Tabla 8), lo que indica una tendencia moderada de este
derivado a adoptar conformaciones plegadas. En el caso de la 3-
oxoindolizidina B, se observa la formación prácticamente exclusiva de
conformaciones extendidas, ya que en el único confórmero con distancia ctC1-
ctC4 inferior a 7 Á, BiS, uno de los enlaces amida está en disposición cis (Tabla
9). En todos los confórmeros encontrados para las estructuras A y B, el anillo
de piperidina adopta una conformación de tipo silla con disposición trans-
diecuatorial de los sustituyentes en posiciones 8 y 8a.
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Tabla 8. Confórrneros de mínima energía obtenidos para la estructura A en funcidn de la
dinámica llevada a cabo y distancia ctCí-c104 para cada uno de ellos
Energía
Conf. (Kcal/inol)
doCí-aC4
(A)
Dinámicas (750 K)
Total
750K
Dinámicas (1500 K)
Total
1500K1 2 3 1 2 3
x x x x x x x
Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx x
Lx Y Lx Lx Lx Lx Lx Y
Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx
Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx
Lx Lx Lx Lx Lx Lx Y Lx
Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx
Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx
Y Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx
Lx Lx Lx Lx Lx Lx
Lx Lx Lx Lx Lx
Lx Lx
Lx Lx
Lx Lx Lx Lx Lx
Y Lx Lx Lx
Lx Lx Lx Lx Lx Lx
Y Y Lx Lx Lx Lx Y
Lx Lx Lx Lx
Lx Lx
Lx Lx
Lx Lx Lx
Lx
Lx
Lx Lx Lx Lx
Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx
Por otra parte, la obtención de doce confórmeros,
absoluto, con daC1-cxC4 dentro del valor establecido (Tabla
incluido el mínimo
10), es indicativo de
la gran preferencia de la estructura C por adoptar conformaciones plegadas.
También en este caso, el anillo de piperidina de la 3-oxoindolizidina adopta
conformaciones tipo silla. Sin embargo, los sustituyentes en posiciones 8 y Sa
adoptan exclusivamente disposiciones axial y ecuatorial, respectivamente. La
visualización de los doce mínimos de conformación plegada indicó que los
confórmeros Cl, C2, ClO y C17 presentan un puente de hidrógeno entre el
Al
A2
AS
A4
AS
A6
A7
A8
A9
AlO
Ah
A12
A13
A14
A15
A16
Al?
A18
A19
A20
--29,28
—27,91
—27,89
—27,80
—27,72
—27,33
—27,31
—27,25
—26,68
—26,39
—25,85
—23,86
—23,13
—23,07
—23.06
—22,98
—22,91
—22,87
—22,83
—22,72
8,10
‘7,44
9,85
6,04
6,92
9,49
9,26
8,54
10,04
8,99
6,06
9,63
9,37
8,98
7,82
8,96
7,26
8,26
8,91
9,94
Lx Lx
Lx
Lx
Lx
Lx
Lx
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S-NH y el grupo carbonilo de la posición 2, es decir, entre el NR
correspondiente al segundo residuo y el CO del tercero, incompatible con las
conformaciones de tipo giro 13. Por otra parte, en los confórmeros CS, C13 y
CiS, uno de los dos enlaces amida está en forma cts, manteniendo en los dos
primeros casos el puente de hidrógeno anteriormente señalado. Finalmente,
los mínimos C5, C9, C12, C16 y C20 son los que poseen a priori disposiciones
espaciales de los sustituyentes en posiciones 2 y 5 próximas a las esperadas
para las conformaciones de tipo giro 13.
Tabla 9. Confórmeros de mínima energía obtenidos para la estructura E en función de la
dinámica llevada a cabo y distancia ~C1-aC4 para cada uno de ellos
Conf.
Energía
(KcalImol)
daCl-uC4
(A>
Dinámicas (750 K)
Total
750K
Dinámicas (1500 K)
Total
1500K1 2 3 1 2 3
81 —28,55 9,10 x Lx Lx x x Lx Lx Lx
82 —28,31 8,74 X Lx Lx Lx Lx Lx X
83 —27,88 9,61 x x Lx x Lx Lx Lx X
84 —27,75 8,55 Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx X
85 —27,49 9,77 x x x Lx
86 —27,43 7,97 x x Lx Lx Lx Lx
B7 —27.30 9,35 x x x Lx Lx Lx Lx
88 27,oo 9,07 Lx x x Lx Lx Lx Lx
B9 —26,88 9,49 Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx
BlO —26,36 9,57 Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx
811 —24,36 9.24 Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx
812 —24,21 8,80 Lx Lx Lx Lx Lx Lx Lx
BiS —23,87 9,71 Lx X Lx Lx Lx Lx Lx Lx
814 —23,09 7,62 Lx Lx Lx Lx
815 —23,05 6,02 Lx Lx Y Lx
816 —23,03 8,15 x x x x x x x
817 —22,99 896 x Lx x Lx
818 —22,81 7,47 Lx Lx Lx Lx
819 —22,77 7,22 Lx x Lx
820 —22,61 9,09 x x x
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Tabla 10. Confórmeros de mínima energía obtenidos para la estructura C en función de la
dinámica llevada a cabo y distancia aCí-cxC4 para cada uno de eííos
Energía
Conf (Kcal/mol)
dcíCí-cxC4
(Á)
Dinámicas (750 K>
1 2 3
Dinámicas (1500 1<)
Total
750K 1 2 3
X Lx Lx Lx Y Lx Y X
Lx Lx Lx Y X Lx Lx Lx
Y Lx Y Y Lx Lx Lx Lx
Y Lx Lx Lx Y Lx Y Lx
Y Y
Lx Lx Y Y Lx
Y Lx Lx Lx Lx
Y
Lx Lx
Lx Lx
Y
Lx Lx Y
Lx Y Lx
Y Y Y
Y Y
Lx Y Y Y Lx
Y Lx Lx Lx Y
Lx Y Y Y
Y
Y
Y
Lx
Lx
Lx Y
Y Y Lx Lx Lx Lx Y Y
Lx Y Y Lx
Lx
Lx Lx
Y
Y X Lx Lx
Lx Lx
Y Y Y Lx
Y Y
En la figura 11 se muestran de forma gráfica las dos clases de
conformaciones plegadas obtenidas para el derivado de 3-oxoindolizidina C, el
confórmero Cl, como representante de las estructuras con un puente de
hidrógeno entre los grupos S-NH y 2-CO, y el mínimo C5, como ejemplo de las
conformaciones que poseen un puente de hidrógeno entre el grupo carbonilo
del primer residuo y el NH del cuarto residuo, característico de los giros 13.
Tott<l
1500K
Cl
C2
Ca
C4
C5
C6
C7
C8
C9
Cío
Cli
CI.2
C13
C14
Cis
C16
C17
C18
C19
C20
—35,98
—33,54
—33,08
—32,88
—32,02
—32,01
—31,99
—31,97
—30,72
—30,66
—30,43
—30,36
—30,12
—29,78
—29,48
—29,47
—29,28
—29,14
—29,05
—28,75
4,98
4,32
7,83
8,57
4,81
7,94
8,66
6,26
4,05
5,56
9,66
3,77
6,12
9,36
7,38
3,65
6,72
5,74
10,10
4,66
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Cl C5
Figura 11. Conformaciones plegadas del derivado de 3-oxoindolizidina C:
Cl (8-NH--2-CO~ y C5 (giro ¡3 tipo It.
Los mínimos encontrados para las tres estructuras estudiadas se
compararon con diferentes tipos de giros 13, construidos a partir del derivado
dipeptídico Ac-Ala-Ala-NHCH3, utilizando ángulos estándar 120,121 Para ello
se efectuó la superposición de los diez átomos que definen el esqueleto peptídico
con sus análogos en los derivados de 3-oxoindolizidina, señalados en trazo
grueso.
CH:3 N— CH3
Fi
FiN H
1» o FiN4
H:3C
En la tabla 11 se recogen los valores de rms (root mean square)
encontrados en estas superposiciones para los confórmeros plegados de los
derivados A, B y C. Los mínimos con conformaciones extendidas, no reflejados
en la tabla, presentan en todos los casos valores de rms muy superiores, como
era de esperar. A la vista de los datos de la tabla se puede deducir que los
valores más bajos de rms para los confórmeros A4, A5 y Ah se obtienen por
superposición con los giros 13 ideales de tipos 1 y III, tal y como se puede
FiN
YO
Hg
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apreciar en la figura 12. Para los mínimos de conformación p]egada de la
estructura C, los mejores valores de rms se obtienen con los giros 13 de tipos 1’
y II, con preferencia por este último. Así, la superposición del confórmero C5
con estos giros 13 (Figura 13) muestra una mejor correlación, tanto de los
átomos del esqueleto peptídico como de la cadena lateral del tercer residuo, en
el caso del giro 13 de tipo II que en el de tipo It
Tabla 11. Valores de rms obtenidos por superposición de los confórmeros plegados
de los derivados de 3-oxoindolizidina A, B y O con diferentes tipos de giros I~
rms (A)
Con fórm ero
A4
AS
Ah
815
Cl
dcxCí-cÉC4 (A)
6,04
6,92
6,06
6,02
4,98
02 4,32
05 481
C8 6 26
1
0,66
0,82
0,53
0,87
0,87
1,15
0,82
0.96
1•
1,11
1,40
1,20
1,13
0,91
0,69
0,52
1,18
II
0,84
1,06
0,82
0,90
0,72
0,82
0,48
0,99
117 III III’
0,72
0,99
0,70
0,87
0,85
0,96
0,57
1,06
0,64
0,73
0,47
0,84
0,99
1,31
0,97
0,97
1,21
1,43
1,29
1,16
1,02
0,81
0,71
1,23
1,20 0,88
1,33
1,14
1,12
0,98
1,54
0,75
0,83
093
1.03
0.82
1,31 0,82
1.03 0,65
Ce 4,05
CíO
012
013
5,56
377
6 12
016
017
3,65
1,04
1,23
0,94
1,05
0,77
1,49
1,23
0,88
018
6,72
0,69
0,72
0,66
0,91
0,85
0,92
0,79
0,45
0,80
0,86
0,56
0,82
0,60
1,13
0,87
0,51020
5,74
0,85
0,95
0,76
0,91
0,78
1,21
0,97
0,604,66
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aFigura 12. Superposición del confórmero Ah Cinea continua)
con giros /3 ideales de tipo 1 (a) y III (b).
a
Figura 13. Superposición del confórmero C5 (línea continua)
con giros ¡3 ideales de tipo II (a) y 1’ (b).
En resumen, los derivados de 3-oxoindolizidina A y B, con disposición
trans entre los sustituyentes en posiciones 8 y Sa, presentan capacidad
moderada y nula, respectivamente, para inducir conformaciones de tipo
b
-N
b
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giro 13. Únicamente un pequeño porcentaje de confórmeros de la estructura A
se asemeja a los giros 13 ideales de tipos 1 y III. Por el contrario, el isómero
8,Sa-cis, C, mostró una gran tendencia a adoptar dos clases de
conformaciones plegadas. Una primera clase originada por la formación de
un puente de hidrógeno intramolecular entre los grupos 8-NH y 2-CO, y una
segunda constituida por la adopción de conformaciones de giro 13.
especialmente de tipo II. Por tanto, estos resultados indican que el esqueleto de
(2S,SS,8aS)-8-amino-3-oxoindolizidina-2-carboxilato se puede considerar como
un nuevo mimético de este último tipo de giros 13.
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2.3. ANALOGOS CONFORMACIONALMENTE RESTRLNGIIX)S
DE COLECISTOQUININA YNEUROTENSINA
Una vez puestas a punto las vías sintéticas que permiten el acceso a los
esqueletos fundamentales de 2,5-dicetopiperidina y 3-oxoindolizidina, se exploró
su aplicación a la preparación de análogos conformacionalmente restringidos de
péptidos de interés biológico. La colaboración que nuestro grupo de trabajo
mantiene con el Departamento de Farmacología de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Navarra y con la empresa danesa Novo Nordisk A/S, interesados
en el estudio de Colecistoouinina (CCK) y Neurotensina (NT), respectivamente,
decantaron nuestra elección hacia estos neuropéptidos. Por otra parte, el hecho
de que los fragmentos mínimos activos para estos péptidos estén constituidos por
un número reducido de residuos de aminoácidos, podría facilitar, en principio, la
preparación de los correspondientes análogos restringidos.
2.3.1. ANÁLOGOS CONTORMACIONALMENTE RESTRINGIDOS DE CCK
La CCK es una hormona peptídica ampliamente distribuida en el tracto
gastrointestinal y en el sistema nervioso central 125 A nivel periférico, la CCK
estimula la contracción de la vesícula biliar, la secreción pancreática y la
motilidad gastrointestinal. En el sistema nervioso central, donde actúa como
neuromodulador y/o neurotransmisor, la CCK induce hipotermia, analgesia y
estimula la liberación de las hormonas de la pituitaria, entre otros efectos. Por
otra parte, Ja colocalización de la CCK en el cerebro con Dopamina (DA),
Serotonina (5-HT), Encefalinas, GABA y aminoácidos excitatorios, parece indicar
que este neuropéptido podría estar involucrado en la modulación de las acciones
de estos neurotransmisores 126-130~ Se ha demostrado también que tanto la
administración central como periférica de CCK produce saciedad, sin que, por el
momento, esté claro el mecanismo a través del cual ejerce este efecto.
La CCK se ha aislado en varias formas moleculares, denominadas
CCK5g, CCK39, CCK33, CCK8 y CCÑ, provenientes del procesamiento de un
precursor común. La CCK33, CCK8 y CCIQ son las formas predominantes a nivel
periférico, mientras que en el cerebro se encuentra principalmente el octapéptido
C-terminal, CCK8 125~
H-Asp-Tyr(SO3EI)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2
CCK8
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Las actividades biológicas de la CCK están mediadas por dos tipos
diferentes de receptores, los receptores centrales CCKB, ampliamente
distribuidos en el cerebro y los receptores periféricos CCKA, distribuidos en los
órganos periféricos, aunque también están presentes en algunas regiones del
cerebro 131~ Sin embargo, la participación concreta de uno u otro tipo de receptor
en las respuestas farmacológicas inducidas por la CCK mencionadas
anteriormente, todavía no ha sido completamente elucidada o es materia de
controversia. Teniendo en cuenta el rango de actividades biológicas de la CCK, la
disponibilidad de agonistas y antagonistas potentes, altamente selectivos,
metabólicamente estables y con propiedades farmacocinéticas adecuadas, podría
tener una clara aplicación para el desarro]lo de nuevos fármacos 132•
La aplicación de la estrategia general de diseño racional de
peptidomiméticos, comentada en la introducción, y en la que se han utilizado
como puntos de partida la CCK7, fragmento mínimo activo a nivel periférico, y la
CCÑ, H-Trp-Met-Asp-Phe-NH2, estructura mínima necesaria para la activación
de los receptores CCKB, ha dado lugar a la preparación de agonistas y
antagonistas potentes y selectivos, aunque la mayoría conservan gran parte del
carácter peptídico inicial 132443 Por otra parte, la optimización, mediante
estudios de relaciones estructura-actividad, de compuestos surgidos a través del
muestreo al azar ha conducido a antagonistas de gran interés, como los
derivados benzodiazepínicos 2 y 3 ya comentados 14,15•
Dentro de los agonistas basados en la estructura de la CCÑ cabe destacar
el compuesto A-71623 (107), agonista selectivo de los receptores CCKA con
propiedades anoréxicas similares a las inducidas por la CCK8 144,145 y los
derivados conformacionalmente restringidos 108, agonistas selectivos de los
receptores CCKB 146~
H O
N~k
Boc-Trp Asp-(N-Me)Phe-NH2
o
N Asp-Phe.-NH2
Fi ~ FiN O
HN4N Fi o
O x = ii-Fr, n-Bu, ‘Bu
107 108
—90—
Por otra parte, los derivados 109, 110 y 111 constituyen ejemplos
representativos de antagonistas selectivos de los receptores CCKB 147152,
desarrollados tomando como modelo la secuencia peptídica de la CCIQ, mientras
que el análogo tripeptídico 112 muestra propiedades antagonistas a nivel
periférico ~5g.
o
~ Ml
CH2 FiN
u o
109
o
LA’ Leu-Asp-NH2
1 NH
ol
Cl
111
Asp-Phe-NH2
N
O
Boc-Trp
110
H O
Boc-Tr< 2¼
o
N O
H
112
Tomando como antecedentes los estudios conocidos sobre la importancia
de las cadenas laterales de los aminoácidos que integran la secuencia de la
CCK4 132, los estudios conformacionales que indican la existencia de
conformaciones plegadas para el tetrapéptido C-terminal de la CCK 154,155 y los
ejemplos anteriormente expuestos, se han diseñado la serie de análogos de CCÑ
56, 113, 114 y 115, que incorporan anillos de 2,5-dicetopiperidina y 3-oxoindolizi-
dina adecuadamente sustituidos.
En los derivados 56 y 114 se ha reemplazado el fragmento Met-Asp por los
esqueletos heterocíclicos señalados, mientras que en los análogos 113 y 115
únicamente se ha eliminado el residuo de Met, menos importante para la
actividad, manteniendo la cadena lateral ácida del Asp, cuya contribución a la
actividad de la CCK es más acusada.
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Teniendo en cuenta que la presencia y disposición espacial relativa de las
cadenas laterales aromáticas de los residuos de Trp y Phe juegan un papel muy
importante en el reconocimiento de los receptores de CCK, en todos los
compuestos diseñados se han incorporado dichas cadenas laterales. Además, la
introducción de restricciones conformacionales a distintos niveles podría ser de
utilidad para intentar establecer los requisitos tridimensionales de las cadenas
laterales presentes en estos derivados.
Boc-TÉp-HN’
o
O
Ph
COR
o
Fi o
113
B oc-Trp-HN
114 R=OCH3,NFI2
o
C02Fi
Phe-N112
CO?
Ph e -NH2
115
2.3.1.1. Análogos de CCK4 derivados de 2,5-dicetopiperidinas
La síntesis de los compuestos 56a y 56b, en los que el anillo de 2,5-diceto-
piperidina reemplaza al fragmento dipeptídico Met-Asp y que incorporan
restricciones conformacionales tanto de la cadena lateral del Trp como de la Phe,
está descrita en el capítulo 2.1.2. Estos compuestos fueron ensayados
farmacológicamente en forma de éster metflico, ya que los intentos de obtener las
amidas correspondientes, por tratamiento con NH3/MeOH, dieron lugar a
mezclas complejas de reacción.
In
O
Ph
CO2Me
Ip
Ph
FiN
CO2Me
o
561,
Fi
56
CO2Me
HN
o
56a
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Para abordar la preparación de los derivados 113 se llevó a cabo,
inicialmente, la secuencia de reacciones indicadas en el esquema 24. La
formación del enlace peptidico, por el método del éster activo N-hidroxisuccinimí-
dico 156, entre el derivado carboxílico ll6ab, obtenido previamente por hidrólisis
selectiva del éster metílico de 5Sab, y H-Phe-NH2, condujo al compuesto ll7ab.
Este derivado se obtuvo como una mezcla de dos diastereoisómeros en proporción
2:1, similar a la del producto de partida 5Sab. En el espectro de ‘H RMN de ll7ab
se observa que el protón 1-1-6 del isómero mayoritario aparece considerablemente
apantallado con respecto al mismo protón del isómero minoritario
(Ab = 1,57 ppm). Esta diferencia de desplazamiento químico indica que, en el
isómero mayoritario, el protón H-6 y el anillo aromático del residuo de Phe se
encuentran en disposición relativa cts y que, por tanto, la configuración absoluta
de este isómero es (3R.6S).
La saponificación del compuesto ll7ab, no condujo al derivado ll3ab
esperado, sino que dio lugar a una mezcla compleja de reacción, probablemente
debido a la epimerización de alguno de los centros quirales durante el
tratamiento prolongado con NaOH.
o o
In CO2EI 1)NaOH/MeOl-1 lo CO2Et
UN 2)HCI UN
CO2Me C02Fi
o o
SSab ll6ab
alb =2:1
1) HO5uiDCC
j2) H-Pbc-NH2
O o
CO~EtIn C02Fi
HN FiN
Phe-NH2 Phe-NFi2
o o o o
ll3ab 11 7ab
a/li 2:1
Esquema 24
Para evitar este inconveniente, se preparó el derivado de 2,5-dicetopiperi-
dina ll9ab (Esquema 25), en e] que la cadena lateral del Asp está protegida en
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forma de éster terc-butílico, lo que permite realizar la desprotección final en
medio ácido. A partir de ll9ab, y siguiendo una secuencia de reacciones similar a
la indicada para la obtención dc ll7ab, se sintetizó el derivado tripeptídico l2lab,
constituido por una mezcla de dos diastereoisómeros en proporción 3:1, que
fueron separados por cromatografía. La asignación de la configuración absoluta
de los derivados 121a y 121b como (3R.6S) y (SS,6S), respectivamente, se efectuó
siguiendo el mismo razonamiento que para los análogos etil sustituidos ll7ab.
o CQMe
o CO2Me NaO\IcJBrCH2CO2
tBu lo CO
2
t Bu
In CO
2Me ZUN CO2MO
ZHN 118
38
H2/Pd-CI MeOH
O O
In VNaOU/MeOH lo CO~Bu
FiN 2)HCI FiN
C02Fi C 02M e
O O
l2Oab ll9ab
afh = 2:1
I 1) HO5uflCC2) H-Phc-NH2
O O
In In CO2~Bu
+
UN
Phe-NFi2
o o
121a 121b
jTFA/CHSCI2 {TFA/cH2C]2
O O
In CO» In
~.AJ,fl
FiN ¼>~~~PbNH UN Phe-NH2
O O o O
liSa 113b
Esquema 25
FiN
CO2tBU
O o
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Finalmente, la eliminación del grupo terc-butilo por tratamiento con TFA
dio lugar a los análogos de CCÑ buscados 113a y 113b, en los que la restricción
conformacional se centra en las cadenas laterales del Trp y del Asp.
La capacidad de unión a los receptores CCKA y CCKB de los derivados que
incorporan 2,5-dicetopiperidinas 56a, 5Gb, 113a y 113b, fue evaluada en homoge-
neizados de páncreas y corteza cerebral de rata, utilizando [3H]-propionil-CCKg
como marcador 157 (Tabla 12). A efectos comparativos, en la tabla se incluyen
también los datos correspondientes a la CCKg, Boc-CCIQ y a los antagonistas
centrales 3 y 109.
Tabla 12. Afinidades por los receptores CCKÁ y CCKB
de los derivados de 2,5-dicetopiperidinas
O
1In R
UN
Oo
1C
50 a CM)
Páncreas Cerebro
Compuesto Config. C-3 (CCKA) (CCKB)
56a Ph OMe S 6,7 >10
56b Ph OMe E 88,0 > 10
liSa CO2H L-Pbe-NH2 R >100 > 10
llSb C0211 L-Phe-NH2 S 50,0 > 10
CCKs 0,0006 0,006
BBoc-CCÑ 1,8 0,025
3 0,8 0,05
109 1,7 0,01
a
El valor de 1C50 representa la concentración capaz de producir una inhibición del 50% de la unión específica
dMa [
3H]-propionil-CCK
8 a los receptores de CCK. Los valores indicados corresponden a la media de los
obtenidos en tres experimentos separados.
b valores publicados en la referencia 151.
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Los valores reflejados en la tabla indican que los análogos de CCK4
derivados de 2,5-dicetopiperidinas presentan entre sí distinta afinidad por los
receptores periféricos, que puede calificarse desde moderada a nula, careciendo
de afinidad hacia los receptores CCKB a concentraciones inferiores a IO~ M. El
compuesto más efectivo frente a los receptores CCKA, 56a, mostró afinidad
micromolar, del mismo orden que la Boc-CCIQ. Si se comparan los resultados
obtenidos con los diastereoisómeros 56a y 5Gb, se deduce que la disposición vis
entre las cadenas laterales aromáticas en posiciones 3 y 6 del anillo de 2,5-diceto-
piperidina, favorece la unión a los receptores CCKA. Observación similar resulta
de comparar los datos obtenidos para la pareja de diastereoisómeros 113a y lISb,
en los que las cadenas laterales de Trp y Phe se encuentran en disposiciones
trans y cis, respectivamente. En estos últimos derivados, la presencia de la
cadena lateral del Asp no contribuye a mejorar los valores de afinidad, posible-
mente debido a una disposición espacial inadecuada, tanto de la mencionada
cadena lateral como del grupo fenilo del residuo de Phe.
Por otra parte, ninguno de los compuestos de esta serie fue capaz de
inhibir la liberación de amilasa de los acinos pancreáticos inducida por la
CCKs 158, un ensayo funcional que da idea de la capacidad de los derivados
evaluados para actuar como antagonistas periféricos.
Finalmente, las 2,5-dicetopiperidinas sintetizadas se ensayaron en
preparaciones de músculo longitudinal-plexo ruientérico de íleon de cobaya 130
En este tipo de ensayo la CCK8 produce un efecto contráctil por estimulación de
los receptores CCKA, mientras que la CCK4 contrae el íleon a través de la
activación de los receptores CCKB. Estas contracciones pueden ser inhibidas por
antagonistas selectivos para uno u otro tipo de receptor y, por lo tanto, el ensayo se
puede utilizar para evaluar la capacidad antagonista periférica o central de un
compuesto dado. Los porcentajes de inhibición obtenidos para los compuestos SOa,
56b, 113a y 113b, en la contracción del íleon inducida por CCK8 ó CCK~ se recogen
en la tabla 13.
Del análisis de estos datos hay que destacar que no existe una correlación
clara entre los ensayos de unión al receptor y los de inhibición de la contracción
del íleon. Este hecho podría atribuirse a posibles diferencias entre los receptores
de distintas especies, rata y cobaya. Además, en el caso de los receptores CCKB,
no existe una evidencia molecular concluyente de la identidad de estos receptores
en la periferia y en el cerebro. En cualquier caso, ninguno de los derivados
ensayados presenta actividad antagonista significativa.
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Tabla 13. Inhibición de la contracción inducida por la CCK
en plexo mientérico de cobaya
Compuesto
(10-aM)
% de inhibición
CCKs (10~ M) CCK4 (í0-~ M)
56a 186 + 5,7 278 + 7,4
56b +165 + 8,0 a ~ + 66~
liSa 210 + 7,5 ±320 + 19,98
113b 114 + 7,5 -*556 + 223 a
3 851±2,7 100
109 604± 4,8 797 + 14,0
a El signo + indica potenciación en vez de inhibición.
2.3.1.2. Análogos de CCKg portadores del esqueleto de 3-oxoindolizidina
Para la preparación de las series de análogos de CCK4 representados por
las fórmulas generales 114 y 115 se eligieron como productos de partida los de-
rivados de 3-oxoindolizidina 2,2-disustituidos 75 (Esquema 26). La disponibilidad
O
114
O
R N
CONHQ ~2zt CO2Me
BocUN
75 R = CH2Ph, CH2CO2Et
1?
O
N R
Phe-NH2
O
115 R = CH2CO2IHI
Esquema 26
Boc-Trp-HN
1? = CH2Ph
Boc-Trp-HN
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de diferentes isómeros en el carbono asimétrico 0-2, junto con la posibilidad de
acoplar un resto de Trp de configuración L o D con el grupo NWS, permitiría la
obtención de derivados con diferentes disposiciones espaciales de las cadenas
aromáticas del Trp y de la Phe. Con ello se pretende profundizar en el
conocimiento de los requisitos tridimensionales de estas cadenas laterales
aromáticas necesarios para la unión a los receptores CCKA y/o CCKB y para las
actividades biológicas mediadas por dichos receptores.
Según se indica en los esquemas 27 y 28, la obtención de los derivados 122,
123, 126 y 127 se llevó a cabo por tratamiento con TEA de las 3-oxoindollizidinas 82a
y 82b y posterior formación del enlace peptídico con Boc-L-Trp ó Boc-D-Trp. Debido
a la falta de enantioespecificidad con que se forman las 3-oxoindolizidinas de
partida, estos triptofil derivados se obtienen como mezclas de dos diastercoisó-
meros en las proporciones indicadas en la tabla 14.
Tabla 14. Proporción de diastereoisómeros en los derivados
de 3-oxoundolizidina de fórmula general
O
N Ph
E
Boc-Xaa-HN
Compuesto Xaa E
Configuración 2,8,8a
Proporción de
diastereoisómeros a/b aa b
122ab L-Trp CO2Me RSE SRS 10:1
124ab L-Trp CONH2 SSE RES 10:1
l2Sab D-Trp CO2Me RSE SRS 10:1
l2Sab fl-Trp CONH2 SS!? RRS 10:1
l2Gab L-Trp CO2Me SSE RES 4:1
128ab L-Trp CONH2 RSE SRS 4:1
127ab D-Trp CO2Me SSE RRS 3:1
129ab L-Trp CONH2 ESE SRS 3:1
Determinada por HPLC.
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Como era de esperar, los espectros de ‘H RMN de los isómeros 122a, 122b,
126a y 126b son idénticos a los de sus enantiómeros 123b, 123a, 127b y 127a,
respectivamente. El tratamiento de los compuestos 122, 123, 126 y 127 con
NH3/MeOH condujo a las amidas 124, 125, 128 y 129 correspondientes,
constituidas también por mezclas de dos diastereoisómeros en proporciones
idénticas a las de los ésteres de partida.
Las diferencias en las proporciones de diastereoisómeros observadas para
estos derivados podrían ser debidas a la utilización de diferentes partidas de las
3-oxoindolizidinas 82a y 82b, o a un problema de resolución cinética durante la
condensación con Trp, o bien a una combinación de ambos factores.
Con objeto de estudiar la influencia del grupo protector Boc en la actividad
de estos derivados, se procedió a la N-desprotección de los compuestos l2Sab y
129ab (Esquema 29). Se obtuvieron así las mezclas de diastereoisórneros
desprotegidos l3Oab y l3lab, que pudieron ser separados por HPLC
semipreparativo.
O
N CONH2
‘—Pb
O
CONFiO
~efl y—Ph
Bac-L-’Prp-HN 1 28a
+
TEA/O112012
O
N Ph
‘4
CONH2
H-L-Trp-IIN lSOa
+
O
N —Ph
CONFi,,
Boc-L-Trp-FiN Fi-L-Trp-HN
O
CONII
N 2
‘—ph
O
N CONH2
~—Ph
Boc-o-Trp-HN
+
H-n-Trp-HN
+
N Ph
O ONH2
N Ph
CONI12
Boc-b-Trp-HN
Esquema 29
1 28b ‘Sol>
129a
o
TFAICH2CI2 iSla
O
1 29b Fi-o-T¡-p-FiN lSlb
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Lógicamente, los espectros de ‘H RMN de 130a y 131b, por una parte, y
130b y 131a, por otra, son coincidentes, mientras que los valores del poder óptico
rotatorio son idénticos y de signo contrario para cada pareja.
Para la preparación de los análogos de CCI¾115 se intentó en primer
lugar la saponificación selectiva del éster metílico del diéster S4ab mediante
tratamiento con un equivalente de NaOH. Sin embargo, este tratamiento condujo
a una mezcla constituida por el producto dc partida y los derivados carboxílicos
procedentes de la monosaponificación tanto del éster metílico como del etílico.
Para evitar esta falta de selectividad se llevó a cabo la saponificación en el diéster
análogo 132ab, obtenido por alquilación del correspondiente derivado 2-mono-
sustituido 73, en el que el resto de acetato de etilo de 84ab se ha sustituido por el de
acetato de terc-butilo (Esquema 30). La reacción de acoplamiento peptídico del
ácido carboxílico 133ab con H-Phe-NH2 condujo a una mezcla 6,6:1 de los
diastereoisómeros 134a y 134b, que pudieron ser separados por cromatografía.
Cada uno de estos derivados, según se aprecia en el espectro de
1H RMN, está
impurificado con una pequeña cantidad del diastercoisómero proveniente de la
mezcla enantiomérica de la 3-oxoindolizidina de partida.
o O
N CO
2tBU N CO2tBu1) NaOHJMcOH
CO2Me 2)HCI -.,.,~ CO»
BoeFiN BocFiN
132ab 133ab
aib = 5:1
I 1) HO5u/DCC2> H-Phc-N1112
0 00
N CO2
tBu N Pbe-NFi
2
+
~Phe-NH2 ‘— CQ’Bu
O
BocFiN BocFiN
1 54a 1 34b
Esquem.a 30
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Finalmente, los análogos de CCK liSa y 115b se obtuvieron por
tratamiento de 134a y 134b con TEA, seguido de acoplamiento con el éster
N-hidroxisuccinimídico de Boc-L-Trp (Esquema 31). El tratamiento con TFA del
derivado 115a condujo al correspondiente análogo desprotegido 135.
O
N CO2tBu
CPhe.NH2
O
BodUN
134a
I ~
00
N Phe-NH2
‘4— C(>2
1Bu
BocHN
1 34b
T i) TEX’CH2C]22) Poc-Trp-OSu
O
N co»
~—Pbe-NH2
o
E oc-Trp-I-IN
115a
00
N -Phe-NFi2
“—C02H
Hoc-Trp-HN
11 5b
T TFAICH2CJ•2
o
N co»
»-~Phe-NH2
o
Fi-hp-UN
135
Esquem.a 31
La asignación de la configuración absoluta de estos análogos de CCK se
realizó por medio de experimentos de NOE bidimensional (ROESY). El compuesto
liSa muestra fuertes NOEs entre los protones U-Sa y H-la, U-la y 2-CH2, y H-8 y
H-lfl, lo que indica que el protón U-Sa y el resto de Asp en posición 2 se
encuentran en disposición relativa cis. Por el contrario, para el isómero 115b los
protones del grupo 2-CH2 muestran NOE con el protón H-1~, al igual que el H-8,
indicando que el protón H-8 y el sustituyente alquilico de la posición 2 se disponen
del mismo lado del anillo de 3-oxoindolizidina (Figura 14).
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o 00
C02Fi Phe-NFi2
Phe-NH2 co»
Boc-Trp-HN Fi Fi~ Boc-Trp-HN Fi
115a 1 lSb
Figura 14. NOEs más significativos observados
para los compuestos ll5ay 115b.
Los valores de afinidad por los receptores CCKA y CCKp de los derivados
de 3-oxoindolizidina sintetizados se recogen en la tabla 15, junto con los obtenidos
para los compuestos de referencia.
Dentro de los análogos conformacionalmente restringidos de COK1 en los
que se sustituye el fragmento dipeptídico Met-Asp por un resto de 3-oxoindoli-
zidina, los derivados en los que el grupo 2-bencilo y el residuo de Trp se sitúan del
mismo lado del anillo de 3-oxoindolizidina presentan mayores afinidades por los
receptores OCKB que por los periféricos. Si se comparan los compuestos 123 y 125
se observa que la sustitución del éster metílico por amida conduce al aumento de
un orden de magnitud en la capacidad de unión a los receptores CCKB. Se
produce un resultado similar con la sustitución de L-Trp por D-Trp, como se
deduce de la comparación de los valores de afinidad obtenidos para los
compuestos 124 y 125. Por el contrario, cuando el grupo 2-bencilo y el residuo de
Trp se encuentran en lados contrarios de la molécula, se observa selectividad por
los receptores CORA, obteniéndose afinidades de rango micromolar. En este caso,
la introducción de Boc-L-Trp en la posición 8 del anillo de 3-oxoindolizidina
condujo a mejores resultados (126) que la incorporación de Trp de configuración o
(127). Nuevamente se obtienen mejores afinidades para los carboxamido
derivados (ver compuestos 126 y 128). En esta serie de compuestos la eliminación
del grupo Boc dio lugar a la pérdida de afinidad, indicando la importancia del
grupo hidrofóbico en la posición N~ del Trp, de manera análoga a la descrita para
otros derivados de COK4 147450
Por otra parte, la introducción de la cadena lateral del Asp en la posición 2
del anillo de 3-oxoindolizidina condujo a compuestos inefectivos para ambos
receptores.
Fi~
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Tabla 15. Afinidades por los receptores CCKA ~ CCKB
de los derivados de 3-oxoindolizidina
R-Trp-HN
O
Configuración a ICso (pM) b
Compuesto Fi Trp 2,8,8a
Proporción
alb
C
CCKA
C
CCKB
l2Sab Boc Ph OCH~ D ESR 10:1 > 10 4,3
(SE5)
124ab Boc Ph NR2 L SSE 10:1 >10 3,9
(RES)
125ab Boc Ph NR2 SSE 10:1 > 10 0,7
(RES)
l2Gab Boc Ph OCFig L SSR 4:1 9,2 > 10
(RES)
127ab Boc Ph OCHg u SSE 3:1 >10 >10
(RES)
l2Sab Boc Ph NR2 L RSE 4:1 3,9 > 10
(SE5)
130a H Ph NR2 L RSE — >100 >100
130b Fi Ph NR2 L SRS — >100 >100
liSa Boc CO2IvI L-Phe•-NH2 L SSE — >10 >10
1 15b Boc CO2H L-Phe-NH2 L RSR — > 10 > 10
135 H CO2H L-Fhe-NH2 L SSE — > 10 > 10
CCK8 0,0006 0,006
Boc-CCÑ c 1,8 0,025
3 0,8 0,05
109 1,7 001
a Las configuraciones indicadas entre paréntesis corresponden a las de] diastereolsómero minoritario presente
en la mezcla.
b El valor de 1C50 representa la concentración capaz de producir una inhibición del 50% de la unión específica
de la [
3Fi1-propiooil-CCK~a los receptores de CCI{. Los valores indicados corresponden a la media de los
obtenidos en tres experimentos separados.
c \Talores publicados en la referencia 151.
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112
En el ensayo de liberación de amilasa de los acinos pancreáticos inducida
por COK8, el derivado l2Sab inhibió, a una concentración i0~ M, la liberación de
esta enzima en un 70%. Por lo tanto, el compuesto 128 actúa como antagonista
periférico.
La capacidad antagonista de los derivados de 3-oxoindolizidina que habían
mostrado afinidades a concentraciones inferiores a 10~ M fue evaluada en el
ensayo de músculo longitudinal-plexo mientérico de íleon de cobaya (Tabla 16). En
este ensayo, los compuestos 126ab y l2Sab inhibieron la contracción del íleon
mediada por los receptores periféricos en porcentajes del 70 y 88%,
respectivamente, en consonancia con sus afinidades por dichos receptores. Este
resultado está de acuerdo con el obtenido para 128 en el ensayo de liberación de
amilasa comentado anteriormente. Se confirma así que estos derivados son
antagonistas periféricos, aunque con actividad moderada.
Los D-triptofil-3-oxoindolizidina derivados 123 y 125 no inhibieron signifi-
cativamente las contracciones del íleon inducidas por la COK4, aunque sus
afinidades por los receptores centrales son aceptables.
Tabla 16. Inhibición de la contracción inducida por la CCK
en plexo mientérico de cobaya
Compuesto
(10~ M>
% de inhibición
CCK8 (108 Nt CCK1 (10v Nt
l2Sab 25,3 + 42 193 + 0,5
124ab 52,6 ± 7,3 --i-441 + 22,0
125ab 2,9 ±7,4 -4-08± 4,2 a
l2Sab 70,0 ~- 60 261 + 2,3
l2Sab 88,2 + 32 +170 * ~ a
lSOa 27,2 ± 7,3 16 + 11,9
lSOb ±5,6 + ~ a ±167+ 10,8 a
3 85,1~27 100
109 60,4 + 48 797 + 14,0
a El signo -4 indica potenciación en lugar de inhibición.
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La capacidad antagonista periférica del compuesto 124, capaz de inhibir
en un 52% las contracciones del íleon inducidas por CCK8, no tiene una
explicación clara, ya que su afinidad por los receptores CCKA es muy baja.
Finalmente, la disminución de la potencia antagonista de los derivados
130a y 130b, análogos de 128ab, en los que se ha eliminado el grupo protector Boc,
está de acuerdo con la pérdida de afinidad mostrada por estos compuestos.
Teniendo en cuenta que los derivados 123-128 están constituidos por
mezclas de diastercoisómeros es difícil establecer relaciones estructura
tridimensional-actividad biológica, especialmente en el caso de los tres últimos
compuestos donde la proporción de isómeros es más parecida y la contribución
del isómero minoritario podría ser más importante. En cualquier caso, el
compuesto 128, un antagonista moderado de los receptores CCKA, y el derivado
125, con afinidad 1O~ M por los receptores centrales, podrían constituir la base
para la preparación de nuevos análogos más potentes y selectivos, Asimismo en
aquellos compuestos de mayor interés, queda pendiente la resolución de las
parejas de diastereoisómeros, que seda de gran ayuda para llegar a establecer
cúal o cuáles de las muchas disposiciones espaciales de las cadenas aromáticas
favorecen la interacción con los diferentes tipos de receptores.
2.3.2. ANÁLOGOS CONFORMACIONALMENTE RESTRINGIDOS DE NT
La Neurotensina (NT), H-Pyr-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-
Ile-Leu-OH, es un tridecapéptido con un extenso perfil farmacológico que incluye
acciones tanto en el sistema nervioso periférico como en el central 159,160 La
administración periférica de NT induce hipotensión, incrennenta la permeabi-
lidad vascular y estimula la contracción intestinal. A nivel del sistema nervioso
central la NT ejerce potentes acciones de hipotermia y analgesia. Además, este
neuropéptido actúa como modulador de la transmisión dopaminérgica y podría
tener importantes implicaciones en la etiología de la esquizofrenia y de la
enfermedad de Parkinson.
Los estudios de relaciones estructura-actividad biológica han permitido
establecer los requisitos estructurales necesarios para la interacción
NT-receptor(es) 16 1-165, habiéndose determinado que el hexapéptido C-terminal de
la NT, NT&18 (H-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH), es el fragmento mínimo capaz de
unirse a los receptores de NT y de expresar la totalidad de las acciones biológicas
de este neuropéptido 164• Sin embargo, la existencia o no de diferentes subtipos de
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receptores no está todavía bien establecida 166• Este hecho se debe,
principalmente, a la falta de antagonistas específicos y de análogos de NT
metabólicamente estables, que constituyen las herramientas necesarias para la
caracterización tanto de los receptores corno de las implicaciones fisiológicas
específicas de dicho neuropéptido.
Teniendo en cuenta que la prolina es uno de los residuos que más
frecuentemente entran a formar parte de los giros ~3120, y que la sustitución de la
Pro10 en la NT por D-Pro o por Gly coníleva una disminución acusada de la
actividad 164, diversos autores han postulado que la importancia de este residuo
está directamente relacionada con la adopción de conformaciones de tipo giro
inverso 167, 168~ Sin embargo, los análisis conformacionales llevados a cabo con la
NT y sus fragmentos activos no han contribuido a esclarecer este punto, ya que,
mientras en disolución se puede descartar la existencia de estructuras
secundarias concretas 169,170 algunos estudios de cálculos de energía indican la
presencia de un giro 3 de tipo 1 constituido por el fragmento Arg-Pro-Tyr-
Ile 167,171
Con objeto de intentar aportar nuevos datos acerca de la conformación
bioactiva de este neuropéptido, y dentro del marco de colaboración que nuestro
grupo de trabajo mantiene con la compañía Novo-Nordisk XIS, se consideró de
interés la preparación de una serie de análogos conformacionalmente
restringidos de NT
613 de fórmula general 186. En estos derivados, el dipéptído
Pro’
0-Tyr11 se sustituyó por esqueletos de 3-oxoindolizidina 2-hendí sustituida con
diferentes estereoquímicas, capaces de inducir restricciones conformacionales de
índole diversa. Por facilidad sintética, se reemplazó la cadena lateral de la Tyr
por Phe, dado que esta sustitución no modifica sustancialmente la actividad de la
NTg.
13.
o
Ph
fle-Leu-OH
H-Arg-Arg-HN
Como derivados de 3-oxoindolizidina de partida para la preparación de los
análogos de NT8.j3 136, se utilizaron los compuestos 85a, 85b, 85c, 88a y 88b,
previamente preparados (Apartado 2.2.2).
136
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o Oo
N Ph N N CO2H
co2n ‘—Ph ‘—Ph
BocHN l3ocHN BocHN
85 a 85b 85c
(IRSR) (ISSR) (ISSS)
o o
N CO2H N Ph
‘—Ph CO2H
BocHN BocHN
88a 88b
= 8-amino-2-bencil-3-oxoindolizidina-2-carhoxilato. Las tres letras siguientes
a la letra 1 indican la conflguración de C-2, C-8 y C-8a, respectivamente.
A partir de estos derivados de 2-bencil-3-oxoindolizídina-2-carboxilato, el
Dr. Nils L. Jobansen (Novo-Nordisk) abordó la síntesis de los derivados
bexapeptídicos conformacionalmente restringidos [IRSRlQí 11 NT8j3 (136a),
FISSR
101’JNT&ís (lSBb), [ISSS’0’111NT&
13(136c), [ISRS1Q”]NT813 (136d) e
[IRRS1O’111NT313 (136e), utilizando la metodología de péptidos en fase sólida y
siguiendo la estrategia Boe/BzI. En concreto, se utilizó una resma PAM
[4-(bidroximetil)fenilacetamidometil resma] como soporte sólido, las cadenas
laterales de los residuos de Arg se protegieron en forma de tosilato y los
acoplamientos de los diferentes Boc-aminoácidos se realizaron con los
correspondientes ésteres de N-hidroxibenzotriazol, previamente formados. Para
la introducción de los derivados de 3-oxoindolizidinas se empleó BOP como agente
de condensación. Finalmente, la separación de los péptidos de la resma y la
eliminación de los grupos protectores de las cadenas laterales, por tratamiento
con HF, condujo, tras purificación por RP-HPLC, a los derivados 136a-lSBe
buscados.
Teniendo en cuenta que cada una de las 3-oxoindolizidinas de partida
estaba compuesta por una mezcla de enantiómeros, todos los crudos de reacción
obtenidos mostraron la existencia de dos derivados hexapeptidicos
diastereoisómeros (Tabla 17).
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Tabla 17. Proporción de diastereoisórneros obtenidos en la síntesis
de los análogos restringidos de NT513
Producto
de partida
Proporción
de enantiómeros a
producto
final
Proporción
de diastereoisómeros b
85a ±SSa 6:1 136a + 136d 9:1
85b+ SSb 6:1 136b + 136e 2,5:1
85a +SSa 1:5 136a +136d 1:3,2
85b+SSb 1:5 136b+136e 1:8,7
a Medida por HPLC a partir de los correspondientes análogos derivatizados con MTPA (Apartado 2.2.3).
b Medida por 1-IPLC en los crudos de reacc~on.
Las diferencias en las proporciones de diastereoisómeros de los análogos
peptídicos finales cuando los productos de partida presentan excesos
enantioméricos idénticos, indican nuevamente la existencia de problemas de
resolución cinética, tal y como se había puesto de manifiesto en las reacciones de
derivatización de las indolizidinas con MTPA. A partir de estos resultados se
puede concluir que las indolizidinas 85a (IRSR) y 88b (IRRS), ambas de
configuración R en C-2, reaccionan más rápidamente que sus respectivos
enantiómeros SSa (ISRS) y 85b (ISSR). Esta diferencia podría atribuirse a un
empaquetamiento mayor entre el grupo 2-bencilo y la cadena lateral de la Ile en el
caso de las 2S-indolizidinas que dificulte la reacción de estos derivados con el
fragmento dipeptídico H-Ile-Leu-Resina.
El derivado hexapeptídico correspondiente a la indolizidina de
configuración (2R,SR,8aR), enantiómera de 85c, no pudo ser aislado ya que, por
una parte, al ser 85e el isómero minoritario se trabajaba con pequeñas cantidades
y, por otra, existía un pequeño problema de contaminación del compuesto 85c con
el derivado 85a, debido a la dificultad de separación cromatográfica de sus
respectivos compuestos precursores 82c y 82a.
Los derivados 136a-136e fueron caracterizados mediante sus datos
analíticos y espectroscópicos, como se detallará en el capítulo correspondiente de
la parte experimental.
Los resultados de afinidad por los receptores centrales de NT 172 de los
análogos conformacionalmente restringidos incluidos en este capítulo se recogen
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en la tabla 18. A efectos comparativos, se incluyen también los datos
correspondientes a la NT813 y sus análogos [Pbe1flNTsj3 y [A1a11]NTs.i3.
Tabla 18. Aflnidad por los receptores dc NT de los análogos 136a-136e
a
Compuesto IC5o ( nM)
136a H-Arg-Arg-IRSR-Ile-Leu-O11 267 ±79
136b H-Arg-Arg-ISSR-fle-Leu-OH 279 ±129
136c HArg-Arg-ISSS-Ile-Leu-OH ~1O0OO
136d H-Arg-Arg-ISRS-11&-Leu-OH 200 ±62
136e H-Arg-Arg-JRRS.Ile-Leu-OH 342 ±127
[Ala”}NTs~s WArg~Arg-Pro-A1a-Ile-Leu-OH 223 ±70
[Phe
11]NT~j~ l1-Arg-Arg-Pro-Phe-Ile-Leu-Ol-l 39 ±19
NTg
1~ H-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH 10 ± 7
a Los valores de 1C50 indican la concentración a la cual se produce un 50% de inhibición de la unión específica
de [
3H]-NT a homogeneizados de corteza de cerebro de rata. Estos valores corresponden a la media de al
menos tres experimentos realizados por separado.
Como se deduce de los datos de la tabla, los compuestos 136a-136b y 136d-
136e, en los que el dipéptido Pro-Tyr ha sido reemplazado por derivados de 3-oxo-
indolizidinas de configuración (SS,SaR) y (8R,8aS), respectivamente, resultaron
equipotentes entre sí y aproximadamente un orden de magnitud menos afines
por los receptores de NT que el fragmento mínimo activo NT
313 y su análogo
[Phe
11]NT
843. Sin embargo, el derivado 136c, con disposición cis entre los
sustituyentes en posiciones 8 y Sa del anillo de indolizidina, fue inactivo a una
concentración de iO~ M. Estos resultados parecen indicar que, mientras la
estereoquímica en C-2 no tiene influencia en la unión a los receptores de NT, la
disposición 8,8a-trans juega un papel importante en dicha unión. Por lo tanto, las
restricciones conformacionales inducidas por las 3-oxoindolizidinas 8 ,8a-trans en
los análogos de NT813 se ajustan mejor a los requisitos topográficos de los
receptores que las inducidas por el derivado 8,8a-cis. La disminución en un orden
de magnitud de la afinidad de los análogos conformacionalmente restringidos
136a, 136b, 136d y 136e, con respecto a la NT8j3 y [Phe”iNTsig, podría deberse a
que las cadenas laterales de los diferentes aminoácidos de estos derivados no
puedan adoptar en su conjunto las disposiciones espaciales más favorables para
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la interacción con los receptores de NT. rj9eniendo en cuenta que los valores de
JCso obtenidos para estos análogos son similares al del derivado [Ala”]NTsa
3,
otra posible explicación, en términos conformacionales, a la disminución de
afinidad podría particularizarse en una disposición espacial inadecuada del
grupo 2-bencilo, que impediría su interacción con la cavidad hidrofóbica
correspondiente al residuo de Tyr
11 en el mencionado receptor.
Para intentar profundizar en el conocimiento de las relaciones estructura
tridimensional-afinidad por los receptores de NT de estos análogos conforma-
cionalmente restringidos de NT
8j¿, se realizó un estudio de modelización
molecular del derivado dipeptídico Ac-Pro-Tyr-NHCHg, como modelo sencillo de
NT5.j3, y de las 2-bencil-3-oxoindolizidinas A. B y O.
- 01-1
E
N
EN
CH3 WC
Ac-Pro-Tyr-NHCH3
O O
1~1NN
EN CH3 EN+ 0
8 e
Siguiendo la metodología expuesta en el apartado 2.2.5, se llevaron a cabo
tres dinámicas moleculares a 1500 K para el derivado dipeptídico Ac-Pro-Tyr-
NHCH3 y dos para los compuestos A, B y C. En todos los casos, ci valor de la
constante de rotación del enlace peptídico se aumentó artificialmente durante las
dinámicas para evitar la formación de los correspondientes isómeros cis. El total
de mínimos encontrados fue de 135 para el dipéptido y 74. 78 y 82 para los
derivados restringidos A, B, y O, respectivamente.
Hg
A
“0
r
1~1N% CH1
EN
%0
o O
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En la tabla 19 se recogen las energías relativas, las distancias dctC1-ctC4 y
los valores de rms obtenidos por superposición con diferentes tipos de giros 3 para
los veinte confórmeros de menor energía de] derivado Ac-Pro-Tyr-NHCH3.
Tabla 19. Comparación de los veinte confórmeros de mínima energía del derivado dipeptidico
Ac-Pro-Tyr-NECH3 con diferentes tipos de giros 3
rms (Á)
E relativa
Conf. (Kcal/mo))
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
1.2
13
14
15
16
17
18
19
20
0,00
0,17
0,95
1,02
tOS
1,24
1,28
1,31
1.43
1,43
1,49
1,56
1,61
1,66
1,67
1,74
1,75
1,78
1,79
1,82
d
aC1-aC4 (A)
5,98
8,95
8,92
6,65
4,56
4,54
6,33
9,06
8,64
7,53
7,82
5,91
5,16
6,13
5,02
8,53
6,98
8,81
9,03
6,92
31 31 [3-II [311’ 3111 [3111’
0,33
1,62
1,58
0,64
0,66
0,70
1,16
1,47
1,30
0,84
1,92
0,30
0,70
0,46
0,33
1,27
1,32
1,93
1,67
0,89
125
1,99
2,01
1,08
1,14
1,17
1,07
1,71
1,83
1,36
1,50
1,18
1,27
1,27
0,95
1,60
1,23
2,00
1,98
1,13
0,85
1,89
1,8.5
0,76
0,92
0,96
1,12
1,59
1,58
1,07
1,68
0,78
1,02
0,86
0,58
1,42
1,29
2,00
1,93
0,94
0,73
1,84
1,80
0,79
0,80
0,84
1,06
1,59
1,53
1,06
1,69
0,67
0,90
0,78
0,51
1,42
1,23
2,01
1,88
0,93
0,17
1,42
1,38
0,61
0,70
0,74
1,21
1,33
1,08
0,70
1,85
0,21
0,67
0,37
0,51
1,14
1,34
1,79
1,47
0,90
1,34
1,81
1,84
1,14
1,23
1,26
1,05
1,65
1,80
1,38
1,31
1,28
1.35
1,34
1,07
1,57
1., 18
1,87
1,79
1,15
La obtención
incluido el mínimo
de 11 confórmeros con
absoluto, indica la gran
distancia ctC1-uC4 inferior a 7 A,
tendencia del derivado dipeptídico
Ac-Pro-Tyr-NHCH3 a adoptar conformaciones plegadas de tipo giro 13,
obteniéndose los mejores valores de rms por superposición de estos confórmeros
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con giros ¡3 ideales de tipos 1 y III (Figura 15). Además, la mayoría de los
confórmeros con distancia aCj-cxC4 superior a 7 Á presentan un puente de
hidrógeno intramolecular entre el grupo carbonilo del acetilo y el NH del residuo
de Tyr, característico de los giros ‘y inversos 120~ Por lo tanto, si se realiza una
extrapolación de estos resultados a la NT, cabe esperar que los fragmentos
peptídicos Arg-Pro-Tyr-Ile y Arg-Pro-Tyr presenten capacidades para adoptar
conformaciones de giro ¡3 (1 o III) y giro y, respectivamente, similares a las
mostradas por el péptido modelo.
Figura 15. Superposición del mínimo absoluto del derivado Ac-Pro-Tyr-NHCH3
(línea continua) con giros /3 ideales de tipos 1 (a) y 111 (b).
Por otra parte, el análisis conformacional efectuado para las 2-bencil-3-
oxoindolizidinas A, B y C (Tabla 20) condujo a resultados muy similares a los
obtenidos previamente para sus correspondientes derivados desbencilados
(Apartado 2.2.5). Así, se puede observar que, mientras la indolizidina A presenta
una tendencia moderada a adoptar conformaciones plegadas, las conformaciones
extendidas son predominantes en el caso de la estructura B. Sin embargo,
aunque los valores de rms de las formas plegadas de A parecen indicar una
correlación preferente con los giros ¡3 de tipos 1 y liii, en la superposición de los
confórmeros A20 y A9 con estos tipos de giro 13 se observa que las disposiciones de
los respectivos enlaces peptídicos, especialmente el C-terminal, son muy
diferentes (Figura 16). Por lo tanto, no se puede considerar que este derivado de
2-bencil-3-oxoindolizidina actúe corno mimético de giros ¡3.
ba
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Tabla 20. Confórmeros de las estructuras A, B y C que presentan daC1-aC4 inferior a 7 Á
y comparación con los diferentes tipos de giros ¡3
E relativa
Conf a (Kcal/mol>
A4
AO
Ah
A18
A19
MO
1,48
2,16
‘2,66
3,43
3,47
3,59
B20
Cl
C2
Cg
CC
Cts
C9
C 13
C 14
C 16
GiS
C20
3,26
0,00
1,02
1,43
1,84
1,89
2,29
2,81
3,26
4,41
4,93
5,06
rius (A)
d
aCj-aC4 <Aí
6,82
6,4-4
6,57
6,44
6,12
5,18
6,83
4,78
3,91
4,66
4,31
4,39
4,20
4,20
3,97
5,31
4,82
6,92
0,81
0,74
0,76
0,88
0,84
0,63
1,40
1,37
1,38
1,31
1,30
1,08
1,06
1,01
1,03
1,04
1,01
0,75
0,98
0,93
0,94
0,92
0,88
0,65
0,71
0,66
0,68
0,79
0,76
0,68
1,12 Ét79 0,75 0,86 1,15 0,74
116
1,15
1,16
1,17
0,81
0,79
1,17
0,82
1,26
0,81
1,12
0,69
0,70
0,68
0,68
0,94
0,99
0,68
0,97
0,68
0,52
0,86
0,78
0,79
0,78
0,81
0,69
0,71
0,81
0,70
0,85
0,48
0,90
0,89
0,90
0,88
0,96
0,82
0,84
0,96
0,84
0,95
0,57
0,92
1,29
1,32
1,29
~1,33
(1,96
0,94
1,34
0,98
1,37
0,96
1,15
a Únicamente se han considerado los veinte confórmeros de mínima energía.
Finalmente, la 3-oxoindolizidina 8,Sa-cis C adopta preferantemente
conformaciones plegadas que se caracterizan por poseer un puente de hidrógeno
intraniolecular entre los grupos 8-NH y 2-CO (confórmeros 01-03. 05, 06, 09,
013, 014, 016 y 020). Además, en este caso, el conférmero CiS se corresponde con
una conformación de tipo giro 13 (II, 1) idéntica a la del mínimo 05 del
correspondiente derivado no sustituido en 0-2 (Apartado 2.2.5).
[3111
1,44
1,443
1,43
1,37
1,37
1,20
0,78
0,84
0,78
0,79
1,08
1,14
0,80
1,12
0,72
0,71
0,87
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Figura 16. a: Superposición del confórmero A20 (línea continua) con un giro /3
ideal de tipo L b: Superposición del confórinero A9 (línea continua)
con un giro fi ideal de tipo hL
Si, como en el caso de Ac-Pro-Tyr-NHCHI3, el comportamiento
conformacional de los análogos restringidos de NT8~13 136a-136c fuera similar al
determinado con los modelos sencillos A, 13 y C, respectivamente, la falta de
afinidad del derivado 136c indicaría que las conformaciones plegadas de la
estructura C (SNH—>2C0 y giro 13 II) son incompatibles con la conformación
bioactiva de la NT. Por otra parte, la carencia de estructuras secundarias
definidas para los derivados de 3-oxoindolizidinas A y B no permite establecer
una relación clara entre la moderada afinidad de los análogos restringidos de
NT815 iSBa y 13Gb y la conformación preferente de la NT en su unión al receptor.
Para llegar a esclarecer la participación o no de conformaciones de tipo
giro ¡3 (1 o III) y/o y en la conformación bioactiva de la NT sería necesana la
preparación de análogos conformacionalmente restringidos que incorporen
miméticos para estos tipos concretos de giros inversos.
a b
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Los análisis elementales se efectuaron en el laboratorio de microanálisis
del C.N.Q.O. con un analizador Heareus CHN-O-RAPID y se hallan en el
rango de ±0,4 respecto a los valores teóricos calculados para las fórmulas
moleculares.
Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Reichert-Jung
Kofler y no están corregidos.
Los espectros de masas se registraron en un espectrómetro Vacuum
Generators VG 12-250.
Los espectros de PD-MS se registraron en un instrumento Bio-lon 20
(Applied Biosystems).
Los poderes rotatorios se determinaron en un polarímetro Perkin
Elmer 141.
Los espectros monodimensionales de ‘H RMN se registraron en un
espectrómetro Varian EM-390 (90 MHz), en un Varian Gernini 200 (200 MHz),
en un Varian XL-300 (300 MHz), en un Brucker AMX2-400 (400 MHz) o en un
Varian Unity 500 (500 MHz), utilizando TMS como referencia interna en el caso
de los espectros registrados en CDCI3, DMSO-d6 y (CDahCO, y DDS para los
registrados en D20. Los experimentos de NOESY se registraron en el Varian
XL-300, utilizando 1,5 s de tiempo de relajación y 600 ms de tiempo de mezcla.
Para los experimentos de ROESY, registrados en el Varian Unity 500, se
utilizaron 1 s de tiempo de relajación y 150 nis de tiempo de mezcla.
Los espectros de
13C RMN se registraron en el Varian Gemini 200
(50 MHz), en el Varian XIL-300 (75 MHz) o en un espectrómetro Brucker AM-200
(50 MHz).
Las cromatografías analíticas en capa fina se realizaron en
cromatofolios de 0,2 mm de espesor, con gel de sílice tipo 60, Merck F
254. Los
compuestos se detectaron con luz UY de 254 nm, mediante pulverización con
disolución de ácido sulfúrico en etanol (3:7), con disolución de ninhidrina en
etanol al 2% y calentando o con yodo.
Las separaciones cromatográficas en columna se llevaron a cabo con ge]
de sílice Merck tipo 60 (230-400 mesh).
Las cromatografías preparativas se realizaron en placas de 2 mm de
espesor con gel de sílice 11F254 Merck o mediante cromatografía circular
centrífuga en capa fina (CCTLC) en cromatotrón, en placas de 1 ó 2 mm de
espesor con gel de sílice Merck tipo 60 PF-254 con CaSO4.
Los HPLC analíticos se llevaron a cabo sobre un aparato Waters y
utilizando las siguientes columnas de fase reversa:
— Columna núm. 1: Lichrosorb Cís (4 x 250 nnn. 5 ¡im).
— Columna núm. 2: Ultrasphere C18 (4,6 x 250 mm, 5 ~ím).
— Columna núm. 3: Novapak C18 (3,9 x 150 mm, 4 um).
— Columna núm. 4: ~ Bondapak C18 (3,9 x 300 mm, 10 gnt.
Los sistemas de eluyentes utilizados se indican a continuación:
— Eluyente A: CH3CN/H20 (0,05% TFA).
— Eluyente B: CH3CN¡TEAP (TEAIP = tampón EtgN/HgPO4, pH 6,5).
— Eluyente C: CH3CN/H20.
En todos los casos el flujo fue de 1 mL/mm y la detección de picos se
realizó por LIV a 214 nm
Para el HPLC preparativo se utilizó una columna ~í Bondapak Cís
(7,8 x 300 mm, 10 gm) y el sistema de eluyentes A, el flujo fue de 3 mL/mm y la
detección, igual que para el HPLC analítico, se efectuó por UY a 214 nm.
Los análisis de aminoácidos se realizaron por hidrólisis de los péptidos
en HCl 6 N a 110
0C durante 22 h, seguido de derivatización con isotiocianato de
fenilo y análisis por HPLC.
PRODUCTOS COMERCIALES
Ácido trifluoroacético FLUKA
ALDRICH
Bromoacetato de terc-butilo ALDRICH
Bromoacetato de etilo ALDRICH
Bromuro de bencilo
Cloroformiato de isobutilo ALDRICH
DCC
Gr amin a
Hidrogenosulfato de tetrabutilamonio
N-hidroxisuccinimida
LiAIH4
Malonato de dimetilo
MERCK
FLUKA
ALDRICH
ALDRICH
N-meti1mono lina ALDRICH
(R)-ú-)-MTPA ALDRICH
(R)-(-)-MTPA-Cl ALDRICH
(S)-(-i-)-MTPA-CI ALDRICH
NaBH4 FLUKA
NaH ALDRICH
PANREAC
(S)-(±)-TFAE
Trietilamina SCHARLAU
Yoduro de metilo QUIMICEN
Los aminoácidos y sus derivados cuya síntesis no se describe proceden de
BOP
FLUKA
FLUKA
SIGMA
Nal
Pd-C FLUKA
FLURA
la casa comercial BACHEM AG.

3.1. SINTESIS DE CLOROMETILCETONAS DERIVADAS DEAMINOÁCIDOS
Procedimiento general:
A una disolución del derivado de aminoácido correspondiente (8 mmoles)
en THF (20 xnL), enfriada a —20 oc, se le añaden NMM (1,2 niL, 11 mmoles) y
cloroformiato de isobutilo (1,5 mL, 11 inmoles). Después de 30 mm de agitación
a la temperatura indicada, se adiciona CH2N2, generado sobre éter etílico a
partir de N-metil-N-nitrosourea (3 g), y se deja que la reacción transcurra a
O
0C durante 30 mm. A continuación, se añade poco a poco y agitando una
disolución saturada de HCI en MeOH hasta que cesa el desprendimiento de N
2.
Tras neutralizar el exceso de HCí con TEA, se elimina el disolvente y el residuo
resultante se lava con H20 y con disolución saturada de NaCí, sucesivamente,
y se extrae con AcOEt. El extracto orgánico se seca sobre Na2SO4 y se evapora el
disolvente a sequedad. El residuo se purifica por cromatografía en columna de
gel de sílice, utilizando el sistema de eluyentes que se indica en cada caso,
Z-D-Phe-cH2Cl (4%
Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 78%.
Sólido blanco. PAl: 89-90 oc (AcOEt-hexano).
1H RMIN (90 MHz, CDC1
3): a 7,4-7,0 [m, 10 H, C6H5 y Ph (Z)], 5,2 (m, 1 H, a-NH),
5,0 lIs, 2 H, CH2 (Z)], 4,7 (m, 1 H, cx-Phe), 4,0 (d, 2 H, CH2-Cl), 3,1 (m, 2 H, 13-Phe).
Calculado (Cí8Hí8C]N03) 65,16 5,47 4,22 10,69
Encontrado 64,92 5,58 4,17 10,55
Z-D-Trp-CH2CI (5Q)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 72%.
Sólido blanco. PS.: 134- 136 oc (AcOEt-hexano).
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1H RMN (90 MHz, CDCl
3): 6 8,1 (s, 1 H, NHi), 7,8-6,8 [m, 10 H, In y Ph (Z)], 5,4
(m, 1 H, cz-NH), 5,0 Jis, 2 H, CH2 (Zfl, 4,8 (m, 1 H, a-Trp), 4,0 (m, 2 H. CH2-Cl),
3,2 (d, 2 H, 13-Trp).
Análisis elemental (%) C H N Cl
Calculado (C20H19C1N203) 64.78 5,16 7,55 9,56
Encontrado 64,57 5,22 7,30 9,38
Boc-D-Orn(Z)-CH2CZ (79)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 82%.
Sólido blanco. P.f.: 80-82
0C (AcOEt-hexano).
HPLC: tR = 13,60 mm; eluyente A (50:50); columna núm. 1.
1H RMN (300 MHz, CDCl
3): 67,36-7,31 [m, 5 H, Ph (Z)1, 5,14 (d, 1H, cz-NH), 5,09
Ls, 2 H. CH2 (Z)], 4,89 (ni. 1 H, a-NH), 4,51 (m. 1 H, a-Orn), 4,25 (s, 2 H, CH2-Cl).
3,22 (m, 2 H, a-Orn), 1,86 (m, 1 H, 13-Orn), 1.56 (m, 3 H, 13- y y-Orn), 1,43 jis, 9 H,
CH3 (Bocfl.
Análisis elemental (%) C H N Cl
Calculado (C19H27C1N205) 57,21 6,82 7,02 8,89
Encontrado 57,23 6,62 7,05 9,08
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3.2. SÍNTESIS DE 4-CETODIÉSTERES DERiVADOS DE AI’IIINOÁCU)OS
Procedimiento general:
A una disolución de la clorometilcetona correspondiente (7 mmoles) en
DME (10 mL) se le añade Nal (7 mmoles) y se agita a temperatura ambiente
durante 15 mm. La suspensión obtenida se adiciona sobre una disolución de la
sal monosódica del ma]onato de dimetilo (7,7 mmoles) en DME (10 mL)
recientemente preparada a partir de malonato de dirnetilo y NaMeO. Tras
agitar a temperatura ambiente durante 1 h, se elimina el disolvente y el
residuo resultante se extrae con AcOEt y se lava con H20 y con disolución
saturada de NaCí, sucesivamente. La fase orgánica se seca sobre Na2SO4 y se
evapora a sequedad. El residuo obtenido se purifica por cromatografía en
columna de gel de sílice, utilizando como eluyente el sistema que se especifica
en cada caso.
(5R)-5-(Bendiloxicarbonil)amino-&fenil-2-metoxicarbonll-
4-osrhexanoato de metilo (51)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 88%. Sirupe.
1J¡ RMIN (90 MHz, CDCl3): 6 7,4-7,0 Em, 10 II, C6Hs y Ph (Z)], 5,2 (m, 1 H, 5-NH),
5,0 Es, 2 H, CH2 (Z)], 4,5 (m, 1 H, H-5), 3,8 (t, 1 H, H-2), 3,7 (s, 6 II, CO2CH3), 3,0
(ni, 4 H, H-3 y H-6).
~ Análisis elemental (Wc,> _ C H N
Calculado (C~H25NO7) 64,63 5,90 3,28
Encontrado 64,38 5,92 3,15
(5R)-5-(Rendfloxicarbonil)amino-64¿ndol-3’-il)-2-metaricarbonil-
4-arohetcanoato de metilo (52)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 90%. Sirupe.
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1H RMN (90 MHz, CDCI
3): 5 8,2 (s, 1 H, NRO, 7,6-6,9 [ni, 10 H, In y Ph (Z)], 5,4
(m, 1 H, 5-NH), 5,0 Es, 2 H, CH2 (Z)], 4,7 Cm, 1 H, H-5), 3,8 (t, 1 H. H-2). 3,7 (s,
6 14, CO2CH3), 2,6 (ni, 4 H. H-3 y H-6).
Análisis elemental (%,> C H N
Calculado (C25H26N207) 64,37 5,62 6,00
Encontrado 64,02 5,79 5,75
(51V-8-(BencilaricarbonWwnino-5-(tere-butaricarbonil)amino-
2-ntetox¿carbonil-4-oxooctanoato de metilo (80)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 88%.
Sólido blanco. PS.: 98-99
0C (AcOEt-bexano).
HPLC: tR = 13,28 mm; eluyente A (50:50); columna núm. 1.
‘H R.IVIiN (300 MHz, CDCl
3): 5 7,36-7,30 [m, 5 H, Ph 2)], 5,13 (d, 1 H, 5-NH), 5,09
Es, 2 H, CH2 (Z)1, 4,93 Cm, 1 H, 8-NH), 4,34 (ni, 1 11, H-5), 3,91 (t, 1 H, H-2), 3,73 (s,
6 H, CO2CH3), 3,23 Cm, 2 H, H-8), 3,17 (dd, 1 H, H-3, J = 18,3 y 7,8), 3,05 (dd, 1 H,
H-3, J = 18,3 y 6,6), 1,92 (ni, 1 H, 11-6), 1,55 (ni, 3 11, 11-6 y 11-7), 1,43 Ls, 9 11,
CH3 (BocXl.
Análisis elemental (%) C __ _ _ H N
Calculado (C24H34N209) 56,16 7,28 5,95
Encontrado 56,37 7,08 5,68
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3.3. OBTENCIóN DE 4-CETODIESTERES 2-SUSTITUIDOS
Procedimiento general:
A una disolución del 4-cetodiéster correspondiente (3 mmoles) en DME o
THF (20 mM se le añaden NaMeO, recientemente preparado (3,3 mmoles) y,
después de 10 mm de agitación, el agente alquilante apropiado, bromuro de
bencilo, bromoacetato de etilo, yoduro de metilo o bromoacetato de terc-butilo
(9 mmoles). Tras dejar que la reacción transcurra a temperatura ambiente
durante toda la noche, se elimina el disolvente y, a continuación, se extrae con
AcOEt y se lava con H20 y con disolución saturada de NaCí, sucesivamente. El
extracto orgánico se seca sobre Na2SO4 y se evapora a presión reducida. El
residuo obtenido se purifica por cromatografía en columna de gel de sílice,
utilizando el sistema de eluyentes que se especifica en cada caso.
Los productos obtenidos por este método se describen a continuación, con
sus correspondientes datos analíticos y espectroscópicos.
(5S)-2-Bencil-5- (bendilaricarbonil)amino-&fenil-2-metoxicarbonW
*axohexanoato de metilo (61)
Fluyente: AcOEt-hexano (1:4). Rendimiento: 85%. Sirupe.
‘H RMN (90 MHz, CDCl3): ~ 7,3-6,8 Em, 15 14, C6H5 y Ph (Z)], 5,2 (d, 1 H, 5-NH),
5,0 Ls, 2 14, CH2 (Z)], 4,5 (ni, 1 14, H-5), 3,6 (s, 6 14, CO2CH3), 3,3 (s, 2 14, 2-CH2),
2,9 (m, 4 H, 14-3 y 14-6).
Análisis elemental (%) C 14 N
Calculado (C30H31N07) 69,62 6,04 2,71
Encontrado 69,71 5,95 2,56
(5S)-2-Bendil-5-(bendiloxicarbonil)amino-64indol.3’-il)-
2-metoxicarbonil-4-oxohexanoato de metilo (62)
Fluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 82%. Sirupe.
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1H RMN (300 MHz, DMSO-d
6Á¿ 10,87 (s, 1 H, NS), 7,88 (d, 1 H, 5-NH, J = 8,1),
7,53-6,87 [ni, 15 H, In, C6145 y Ph (Z)], 5,04 lId, 1 11, CH2 (Z), J = 12,9], 4,98 lid, 1 14.
CH2 (Z)], 4,31 (ni, 1 U, 14-5), 3,61 (s, 6 14, CO2CH3), 3,22 (s, 2 H, 2-CH2), 3,10 (m,
214, 11-3 y 14-6), 2,98 (d, 1 14, 14-3, J = 19,2), 2,89 (dd, 1 14, 14-6, J = 14,7 y 9,3).
Análisis elemental (%) C 14 N
Calculado (C32H32N207) 69,05 5,79 5,03
Encontrado 68,89 5,77 5,22
(68)-64Bendiloakarbonil)amino-7-fenil-3,3-dirnetaricarbonil-
5-oxoheptanoato de etilo (63)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 82%. Sirupe,
1H R1VIiN (90 MHz, CDCl
3): 8 7,3-7,0 [ni, 10 14, C6115 y Ph (Z)], 5,2 (d, 1 14, 6-NH),
5,0 Es, 2 14, CH2 (Z)], 4,5 (ni, 1 H, H-6), 4,0 lIc, 2 14, CH2 (Et)jJ, 3,6 (s, 6 14, C02C143),
3,3 (s, 2 14, 14-2), 3,0 (m, 4 H, 14-4 y 14-7), 1,1 lIt, 3 11, CH3 (EtA.
Análisis elemental (%) C 14 N
Calculado (C271431N09) 63,15 6,08 2,73
Encontrado 63,08 6,27 2,81
(GS)-6-(Bendiloxicarbonil)amino-7-(indol-3 ‘-il)-3,3-dimetoxicarbonil-
5-oxoheptanoato de etilo (64)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 89%. Espuma.
1H RMN (90 MHz, CDCIs): 6 8,2 (s, 1 14, NHi), 7,6-6,9 [ni, 10 14, In y Ph (Z)], 5,4
(d, 1 14, 6-NII), 5,0 [s, 2 14, CH
2 (Z)], 4,6 (m, 1 14, 14-6), 4,0 lIc, 2 14, CH2 (Et)], 3,6 (s,
6 14, CO2CHs), 3,3 (s, 2 14, 14-2), 3,1 (m, 2 14. 14-7), 3,0 (s, 2 14, 14-4), 1,2 [t. 3 H,
CH3 (Et)].
Análisis elemental (%) C Ii N
Calculado (C29H32N209)
Encontrado
63,04
62,97
5,84
5,77
5.07
4,84
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(5S)-5-(Bendiloxiearboniflamino-6-(indol-3‘-il)-2-metil-2-metoxicarbonil-
4-oxoheranoato de metilo (66)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 88%. Espuma.
1H RMIN (300 MHz, DMSO-dÓ: 8 10,86 (s, 1 14, NH~), 7,80 (d, 1 14, 5-NH, J = 7.8),
7,56-6.96 Em, 10 14, In y Ph (ZXl, 5,03 [d, 1 H, CH~ (Z), J = 12,7], 4,96 [d, 1 14,
CH
2 (Z)], 4,30 (m, 1 14. 14-5), 3,60 (s, 6 14, C02C143), 3,23 (d, 1 14, 14-3, J = 18,4),
3,10 (dd, 1 14, 14-6, J = 14,3 y 5,7), 3,08 (d, 1 14, 14-3), 2,89 (dd, 1 H, 14-6, ¿1 = 14,3 y
9,3), 1,31 (s, 3 H. 2-CH3).
Análisis elemental (%) C 14 N
Calculado (C26H28N207) 64,99 5,87 5,83
Encontrado 64,87 5.91 5,55
(6S)-6-(Bendilaxicarboniflwnino-7-(indol-3’-il)-3,3-dimetoxiearbonil-
5-oxoheptanoato de terc-butilo (118)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 84%. Espuma.
1H RMN (300 MHz, CDCl
3): 8 8,10 (s, 1 14, NHi), 7,62-6,99 [ni, 10 14, In y Ph (Z)1,
5,36 (d, 1 14, 6-NH, J = 6,9), 5,05 lIs, 2 14, CH2 (Z)], 4,68 (ni, 1 14, 14-6), 3,68 (s, 6 H,
C02C143), 3,40 (s, 214, 14-2), 3,33, (dd, 114, 14-7, J = 15,1 y 6,0), 3,15 (dd, 1 14, 14-7,
J = 15,1 y 5,8), 3,00 (s, 2 14, H-4), 1,39 lIs, 9 H, CH3 (CO2tBu)].
Análisis elemental ( c,> C 14 N
CaJculado (CaíH3eNaOg) 64,13 6,25 4,82
Encontrado 64,41 6,50 5,04
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3.4. SINTESISDE 2,5-DICETOPIPERIDINAS
3.4.1. SÍNTESIS DE 3-METOXICNRI3ONIL-2,5-DICETOPIPERIDINAS
6-SUSTITUIDAS
Método 1: Calefacción en MeOH de 4-cetodiésteres
Se disuelve el 4-cetodiéster 37 ó 38 (5 mmoles) en MeOH (150 mL) y se
añade un 10% de Pd-C (10%). La suspensión así obtenida se hidrogena a
temperatura ambiente y 25 psi de presión durante 1 E. Tras comprobar por
cromatografía en capa fina la desprotección del grupo amino, se separa el
catalizador por filtración y la disolución sc calienta a reflujo durante 4 h. A
continuación, se elimina el disolvente y el residuo obtenido se purifica por
cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando como eluyente el sistema
que se indica en cada caso.
Aunque este procedimiento no permitió la obtención de las 2,5-diceto-
piperidinas buscadas, a continuación se describen los dos derivados de
pirazina obtenidos.
3,6-Dibendil-2,5-bisI(21,2-dimetoxicarbonifletil]pirazina (41)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 12%.
Sólido blanco. PS: 133-134 0C (EtOH).
1H RMN (300 MHz, CDCla): 8 7,30-7,15 (ni, 10 14, CeHs), 4,16 (t, 2 14, 14-2,
J = 7,4), 4,10 (s, 4 14, 3- y 6-CH
2), 3,67 (s, 1214, CO’2CH3), 3,37 (d, 414, 2- y 5-CHg,
J — 7 4).
13C RMN (75 MHz, CDCl
3): 8 169,76 (CO2), 150,25, 147,91 (C-2 y C-5, C-3 y C-6),
137,89, 128,76, 328,51, 126,43 (CsHs), 52,57 (OCR), 49,05 (C-20, 40,19 (3- y 6-CH2),
31,95 (2- y 5-CH2).
EM: 549 (M~ + 1, 25,43), 548 (Mt, 100,00), 489 (M~ —59, 51,24), 457 (M~ — 91,
26,18), 430 (M~ — 118, 5,83), 3,66 (M~ — 182, 2,85), 91 (Bn, 93,92), 59 (CO2Me,
13,28).
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Análisis elemental (%) C H N
Calculado (CsoHa2N2Os) 65,68 5,88 5,11
Encontrado 65,34 6,25 5,32
2,5-Bis[(2 ‘,2Sdimetaxicarbonil)etill-3,6-bis[(indol-3’ ~il)meW]pfrazinn (42)
Eluyente: AcOEt-hexano (lxi). Rendimiento: 31%.
Sólido blanco. PI: 168-169
0C (AcOEt-hexano).
1H RlIIiN (300 MHz, DMSO-d
6): 8 10,89 (s, 2 H, NBÚ, 7,52-6,92 (ni, 10 H, In), 4,16
(s, 414, 3- y 6-CH2), 4,06 (t, 214, 14-2, J = 7,2), 3,58 (s, 12 14, C02C143), 3,35 (d, 4 14,
2- y 5-CH2, J = 7,2).
1~C RMN (75 MHz, DMSO-d
6): 6 169,32 (CO2), 150,20, 147,54 (C-2 y C-5, C-3 y
C-6), 136,18, 126,99, 123,12, 121,09, 118,54, 118,44, 111,39, 110,64 (In), 52,35
(0C143), 48,69 (C-2), 31,48, 30,52 (2- y 5-CH2, 3- y 6-CH2).
Análisis elemental (%) C 14 N
Calculado (C34H34N408) 65,17 5,47 8,94
Encontrado 65,33 5,66 8,99
Método 2: Hidrogenación de 4-cetodiésteres
A una disolución del 4-cetodiéster 37, 38, 51 6 52 (5 mmoles) en MeOH
(150 mL) se le añade un 10% de Pd-C (10%) y la suspensión se bidrogena a
temperatura ambiente y 25 psi de presión durante 6 días. Una vez separado el
catalizador por filtración, se elimina el disolvente y el residuo resultante se
purifica por cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando el sistema de
eluyentes que se especifica en cada caso.
Método 3: Hidrogenación de 4-cetodiésteres nionoactivados
A una disolución del 4-cetodiéster 37 ó 38 (5 mmoles) en MeOH (50 nI) se
le añade NaOH 2 N (2,5 mL, 5 inmoles) y se agita a temperatura ambiente
durante 2 h. A continuación, se elimina el disolvente y el residuo obtenido se
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disuelve en 1420 (40 mL) y se acidifica basta PH 3 con HCl 1 N, extrayendo
seguidamente el ácido así liberado con AcOEt. El extracto orgánico se seca
sobre Na2SO4 y se evapora a sequedad. El nuevo residuo se disuelve en THF
(50 mL) y se le añaden HOSu (5 mmoles) y DCC (5 mmoles). Después de agitar
a temperatura ambiente durante 30 mm, y tras comprobar por cromatografía
en capa fina la formación del éster activado, se separa por filtración la DCU
formada y se elimina de nuevo el disolvente. El residuo resultante se disuelve
en AcOEt (150 mL) y la disolución se hidrogena en presencia de un 10% de Pd-C
(10%) a temperatura ambiente y 25 psi de presión durante 3 días. Transcurrido
este tiempo, se separa el catalizador por filtración y el disolvente se elimina por
evaporación a presión reducida. Finalmente, los productos obtenidos se
purifican por cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando el sistema
de eluyentes indicado en cada caso.
A continuación se detallan los productos obtenidos por estos dos últimos
métodos.
(3S)-6-Bendil-3-metoxiearbonil-2,5-dicetopiperidina (45W
Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 42% (a partir del compuesto 37,
método 2); 60% (a partir de 37, método 3).
Sólido blanco. P.f.: 15 1-152 CC (EtOH).
EM: 262 (M~ + 1, 8,69), 261 (Mt, 8,95), 202 (M~ —59, 28,45), 170 (M~ —91, 5,83), 91
(Bn, 100,00), 59 (CO2Me, 5,93).
Análisis elemental (%) C 14 N
Calculado (C14H15N04) 64,36 5,79 5,36
Encontrado 64,10 5,89 5,60
(SS, 65)- y (3I~ ~
2,5-dicetop~pcridbm (48a) y (4Gb)
Eluyente: AcOEt-hexano (2:1). Rendimiento: 42% (a partir del cetodiéster 38,
método 2); 40% (a partir de 38, método 3). Espuma. Proporción de
diastereoisómeros (3S,6S)/(3R,6S) 5:2 (método 2) y 3:2 (método 3).
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EM: 300 (Mt, 3,96), 130 (CgHgN, 100,00).
Análisis elemental (%) C FI N 1
Calculado (C161116N204) 63,99 5,37 9,33
Encontrado 64,15 5,60 9,65
(3W6R)-6-Bendil-3-metoxicarbonil-2,5-dieetopiperidina (53a)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 30% (a partir de 51, método 2).
Sólido blanco. PI: 15 1-152
0C (EtOH).
Análisis elemental (Wc) C 14 N
Calculado (Cí
4HísNO4) 64,36 5,79 5,36
Encontrado 64,06 5,58 5,43
(3W611)- y (3S,6P0-6-(Indol-3 -il)ntetil-3-metoxicarbonil-
~5-diceto¡4peridina (Ma) y (Mb)
Eluyente: AcOEt-hexano (2:1). Rendimiento: 34% (a partir del cetodiéster 52,
método 2). Espuma. Proporción de diastereoisómeros (3R,6R)/(3S,6R) 6:5.
Análisis elemental (Wc) C 11 N
Calculado (C16H16N204) 63,99 5,37 9,33
Encontrado 63,78 5,46 9,37
Los datos de 111 RMN de los productos obtenidos por estos dos métodos se
encuentran detallados en la tabla 21. Asimismo, en la tabla 22 se recogen los
datos de ‘
3C RMN de los derivados pertenecientes a la serie L.
Al aplicar el método 2 a la preparación de estas 2,5-dicetopiperidínas, se
aislaron pequeñas cantidades de los derivados de pirazina descritos
anteriormente 41 y 42. Así, a partir de los cetodiésteres 37 y 51 se obtuvo un 2 y
un 3%, respectivamente, del producto 41. Del mismo modo, a partir de los
cetodiésteres 38 y 52 se obtuvo el derivado 42, siendo los rendimientos
respectivos del 4 y del 3%.
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3.4.2. SÍNTESIS DE 6RALQUIL4METOXICARBONIJr
2,5-DICETOPIPERIDINAS 3,3-DISUSTITUIDAS
Método A
A una disolución del derivado de 2,5-dicetopiperidina 45a ó 46ab
(1,5 mmoles) y NaMeO (1,6 mmoles) en DME (10 mL) se le añade el agente
alquilante correspondiente, bromuro de bencilo, bromoacetato de etilo o yoduro
de metilo (4,5 mmoles). Después de agitar a temperatura ambiente bajo
atmósfera de argón durante 6-7 h, se elimina el disolvente y el residuo obtenido
se extrae con AcOEt y se lava, primero con 1420 y después con disolución
saturada de NaCí. La fase orgánica se seca sobre Na2SO4 y, tras eliminar el
disolvente por evaporación a presión reducida, se purifica el residuo resultante
por cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando como eluyente el
sistema que se indica en cada caso.
Método 13
A una disolución del compuesto 45a ó 46ab (1 mmol) y C1131 (8 mnioles)
en CH2Cla (1 mL) se le añade (n-Bu)4N14S04 (1 mmol) previamente disuelto en
NaOH 2 N (1 mL, 2 mmoles). Después de 6 días de agitación a temperatura
ambiente, la mezcla de reacción se trata con C142C12 (50 mL) y 1120 (5 mL), se
separa la fase orgánica, se seca sobre Na2SO4 y se elimina el disolvente por
evaporación. Finalmente, el residuo obtenido se purifica por cromatografía en
columna de gel de sílice, utilizando como eluyente el sistema especificado en
cada caso,
Método C
Una disolución del 4-cetodiéster 61-66 ó 118 (2 mmoles) en MeOH (200 mL)
se hidrogena a temperatura ambiente, en presencia de un 10% de Pd-C (10%), a
30 psi de presión durante 7 días. Transcurrido este tiempo, se separa el
catalizador por filtración y se elimina el disolvente por evaporación a vacío. El
residuo obtenido se purifica por cromatografía en columna de gel de sílice,
utilizando el sistema de eluyentes indicado en cada caso.
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Los productos obtenidos por estos métodos, junto con sus datos analíticos
y de espectrometría de masas, se detallan a continuación. Los datos de
114 RMN y de ‘3C RMN se recogen en las tablas 23 y 24, respectivamente.
(3S,6Sk y (3R,6S$3,6-Dibendil-3-metaricarbonil-
2,5-dicet-opiperidina (55W y (55b)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 57% (a partir del compuesto 45a,
método A); 67% (a partir de 61, método C). Espuma. Proporción de
diastercoisómeros (3S,6S)/(3R,6S) 2:1 (métodos A y C).
EM: 352 (M~ + 1, 12,32), 351 (Mt, 19,55), 292 (M~ —59, 21,48), 260 (M~ —91, 25,32),
91 (Bn, 100,00), 59 (CO
2Me, 6,83).
Análisis elemental (Wc) C 14 N
Calculado (C2iH2iNO4) 71,78 6,02 3,99
Encontrado 71,51 5,85 4,15
(3S,6S)-y (3WOS)-3-Bendil-6-(indol-3’-il)metil-3-metoxicarbonil-
2,5-dicetop~peridbm (56W y (56b)
La cromatografía en columna con AcOEt-hexano (1:1) condujo a la
mezcla de los dos diastereoisómeros. Rendimiento: 17% (a partir de 46ab,
método A); 62% (a partir del cetodiéster 62, método C). Proporción de
diastereoisómeros (3S,6S)/(3R,6S) 2:1 (métodos A y C). La separación de los dos
diastereoisómeros se llevó a cabo por cromatografía preparativa en
cromatotrón, utilizando como eluyente C142C12-MeOH (200:1).
Isómero (3S,6S): 56a
Espuma.
EM: 390 (Me, 4,30), 130 (C91{gN, 100,00).
Análisis_elemental (Wc,> C H N
Calculado (C23H22N204) 70,75 5,68 7,17
Encontrado 70,52 5,90 6,89
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Isómero (3R,SS): 56b
Espuma.
Análisis elemental (Wc) C 14 N
[alculadoC (C231422N204) 70,75 5,68 7,17Encontrado 46 8 6 95
(31?,6S)-y (3S,6S)-&Bencil.3-(etoxiearbonil)metil-3-nwtoxicarbonil-
2,5-dicetopjperidina (57W y (57b)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 54% (a partir del producto 45a,
método A); 50% (a partir de 63, método C). Sólido blanco. Proporción de
diastereoisómeros (3R,6S)/(3S,6S) 3:1 (métodos A y C).
EM: 347 (Me, 16,59), 288 (M~ — 59, 63,78), 256 (M~ — 91, 29,12), 91 (Bn, 100,00),
59 (CO2Me, 13.68).
Análisis elemental (%) C _ H N
Calculado (C18H21N06) 6224 6,09 4,03
Encontrado 62,01 5,97 4,20
(31?, 68)- y (3S,GS)-3-(Etoxicarbonil)metil-6-(indol-3 ‘-i1)metil-3-metoxiearbonil-
Z5-dicetop~ridina (58a) y (58b)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 55% (a partir del compuesto 46ab,
método A); 67% (a partir de 64, método C). Espuma. Proporción de
diastercoisómeros (3R,6S)/(3S,6S) 2:1 (métodos A y C).
EM: 386 (Mt, 4,56), 130 (CgH8N, 100,00).
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (C201422N206) 62,17 5,74 7,25
Encontrado 62,08 6,00 7,50
— 13S—
(3$6S)- y (3W6S)-6-Bencil-3-meW-3-metadcarbonhl-
2,5-dicetopiperklina (5%) y (59b)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 31% (a partir de 45a, método B);
70% (a partir del compuesto 65, método C). Espuma. Proporción
diastereoisómeros (3S,6S)/(3R,6S) 2:1 (métodos B y O).
EM: 275 (Mt 12,23), 260 (M~ — 15, 20,41), 216 (M~ — 59, 45,23), 184 (M~ — 91,
29,62), 91 (Bu, 100,00), 59 (CO2Me, 7,17).
Análisis elemental ( 6 C 14 N
Calculado (C151417N04) 65,44 6,22 5,09
Encontrado 65,24 6,18 5,13
(SS, 65)- y (3W68)-6-<’Indol-3‘-il)metil-3-nwtil-3-metoxi.carbonil-
2,5-dicetopiperidina (60Wy (60b)
Eluyente: AcOEt-hexano (2:1). Rendimiento: 16% (a partir de 46ab, método A);
41% (a partir de 4Bab, método B); 61% (a partir de 66. método C). Espuma.
Proporción de diastereoisómeros (3S,6S)/(3R,68) 2:1 (métodos A, B y O).
EM: 314 (Mt 3,38), 130 (CgHsN, 100,00).
Análisis elemental (%~) __ C 14 N
Calculado (Cí7HisN2O4) 64,96 5,77 8,91
Encontrado 64,79 6,08 8,88
(311,65)-y (35,6S)-3-(terc4?utoxicarbonil)metil-&(indol-3’-il)metil-
3-metoxicarbonil-2,5-dketopiperidina (119a) y (119b)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 79% (a partir de 118, método O).
Espuma. Proporción de diastereoisómeros (3R,6S)/(3S,6S) 2:1.
Análisis elemental (Wc) C 14 N
Calculado (C221126N206) 63,76 6,32 6,76
Encontrado 63,61 6,60 7,01
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3.4.3. SÍNTESIS DE PSEUDODIPÉPTIDOS CETOMETILÉNICOS CÍCLICOS
Ácidos (SS, 68)- y (3W 6S).6Z(indol-3 ‘-iDmetil-2,5-dicetopiperidina-
3.carfr«ilicos (67a)y (67b)
A una disolución de 46ab (0,6 g, 2 mmoles) en MeOH (40 miL) se le añade
NaOH 2 N (1 mL, 2 mmoles) y se agita a temperatura ambiente durante 3 h.
Tras eliminar el disolvente por evaporación a presión reducida, el residuo
obtenido se disuelve en H20 (20 mL) y se acidifica hasta pH 3 con 14011 N. A
continuación, se extrae con AcOEt, se seca el extracto orgánico sobre Na2SO4 y
se evapora el disolvente a sequedad. El residuo resultante se purifica por
cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando como eluyente
CH2CI2-MeOH (8:1) conteniendo 0,1% de AcOil, para dar lugar al producto
G7ab como un sólido blanco (0,24 g, 42%). Proporción de diastereoisómeros
(3S,68)/(3R,GS) 3:1 -
½iRMIN (300 MHz, DMSO-d6):
Isómero (38,65):
a 10,93 (s, 1 14, NH~), 7,50-6,88 (m, 6 14, In y 14-1), 4,07 (m, 1 14, 14-6), 3,20 (dd.
1 14, H-7, J 14,6 y 5,0), 3,02 (m, 2 14, 14-3 y H-7), 2,61 (dd, 1 14, 14-4, J = 16,4 y 7,0),
2,21 (dd, 1 14, 14-4, J = 16,4 y 5,5).
Isómero (3R,65):
8 10,75 (s, 1 14, NS), 7,50-6,88 (ng 6 14, In y 11-1), 4,15 (m, 1 14, 14-6), 3,72 (dd,
1 14,14-3, J 110,4 y 5,6), 3,13 (m, 1 14, 14-7), 3,02 (m, 1 14, 14-7), 2,65 (dd, 1 H, 14-4,
J = 16,6 y 5,6), 2,41 (dd, 1 II, 14-4, J = 16,6 y 10,4).
130 RMiN (75 MHz, DMSO-d6):
isómero (35.68):
8 206,85 (C-5), 177,08 (00214), 170,57 (0-2), 135,96, 127,35, 124,56, 120,87, 118,66,
118,40, 111,36, 108,73 (In), 59,97 (0-6), 50,79 (0-3), 27,59 (0-7).
Isómero (3R,6S):
a 206,85 (0-5), 177,02 (00214), 171,73 (0-2), 135,96, 127,27, 124,28, 120,77. 118,93,
118,34, 111,22, 108,73, (In), 59,97 (0-6), 50,79 (C-3), 27,59 (0-7).
EM: 242 (M~ —44, 3,64), 130 (09145N, 100,00).
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Análisis elemental (%) O H N
Calculado (C15H14N204) 62,93 4,93 9,79
Encontrado 62,66 5,15 9,64
cicloflYp ‘4COCHy2JGIy] (69)
Se calienta a reflujo durante 2,5 h una disolución de 67ab (0,2 g,
0,7 mmoles) en dioxano (20 mL). Después de eliminar el disolvente por
evaporación a vacío, el residuo obtenido se purifica por cromatografía en
columna de gel de sílice, utilizando como sistema de elución CHCI3-MeOH
(10:1), para dar lugar al producto 69 (0,07 g, 41%) en forma de espuma.
‘H RMiIN (300 MHz, DMSO-d6): 6 10.92 (s, 1 14, NH~), 7.73 (d, 1 14. cx-NH-Trp,
J = 2,1), 7,48-6,93 (m, 5 14, In), 4,07 (m, 1 14. cí-Trp), 3,19 (dd, 1 14, 3-Trp, J = 15,9
y 5,3), 3,02 (dd, 1 14, f3-Trp, J = 15,9 y 5,1), 2,51 (m, 1 14, cz-Gly), 2,25 (m, 1 14,
000142), 2,11 (m, 1 H, 000142), 1,78 (m. 1 14. cz-Gly).
13C RJYTiN (75 MHz, DMSO-d
6): 6 208,02 (COCH2), 170,77 (CONH), 135,98, 127,14,
124,55, 120,99, 118,66, 118,50, 111,32, 108,83 (In), 60,77 (ct-Trp), 35,38 (000142).
28,51, y 28,21 (a-Gly y ~B-Trp).
EM: 242 (Mt 3,50), 130 (C9HgN, 100,00).
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (0141414N202) 6941 5,82 11,56
Encontrado 69,35 5,99 11,50
ciclo[Phe tflCOCHJ~arnbo.Phe] (7Oab)
A una disolución del compuesto 55ab (0,35 g, 1 mmol) en dioxano (20 mL)
se le añade NaOH 2 N (0,5 mL, 1 mmol) y se agita bajo atmósfera de argón
durante 3 h. Después de eliminar el disolvente por evaporación a presión
reducida, el residuo resultante se disuelve en 1420 (10 mL) y se acidífica hasta
pH 3 con 1401 1 N. A continuación se extrae con AcOEt, se seca el extracto
orgánico sobre Na2SO4 y se evapora cl disolvente a sequedad. El crudo de
reacción obtenido se disuelve en dioxano (25 mL) y se calienta a reflujo
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durante 5 h. Tras eliminar el disolvente, el residuo obtenido se purifica por
cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando AcOEt-hexano (1:2) como
eluyente, para dar lugar al producto 7Oab como un sólido blanco (0,18 g, 63% a
partir de 5Sab). Proporción de diastereoisómeros (3R,68)/(3S,6S) 2:1.
‘H RMN (300 MHz, DMSO-d@):
Isómero (3R,6S):
8 7,87 (s, 1 H, KB), 7,25-6,96 (m, 10 14, 06145), 4,26 (m, 1 14, u-Phe1), 2,96-2,80 (m,
4 14, a-Phe2, [3-Phe1, 3-Phe2), 2,28 (dd, 1 14, 000142, J = 16,6 y 5,4), 2,10 (m, 1 14,
j3-Phe2), 1,85 (m, 1 14, COCH
2).
Isómero (3S,6S):
8 7,92 (4, 1 14, NH, J = 2,0), 7,25-6,96 (m, 10 14, C6145), 4,04 (m, 1 14, cx-Phe1), 3,08(dd, 1 14, 13-Phe’, J = 13,4 y 4,9), 2,96-2,80 (m, 2 H, I3-Phe’ y 13-Phe2), 2,49 (m, 1 H,
ct-Phe2), 2,41 (dd, 1 14, g-Phe2, J = 14,2 y 9,3), 2,32 (m, 1 H, COCI-{
2), 1,94 (dd, 1 14,
COCH2, J = 16,2 y 4,4).
EM: 293 (Mt 44,97), 202 (M~ —91, 5,39), 91 (Bn, 100,00).
Análisis elemental (Wc) O 14 N
Calculado (C191419N02) 77,79 6,53 4,77
Encontrado 77,60 6,70 4,53
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Análisis elemental(%) C 14 N
Calculado (015H24N205) 57,68 7,74 8,99
Encontrado 57,71 7,63 8,67
3.5. SÑTESIS DE3-OXOINIJOLIZIIDINAS
3.5.1. SÍNTESIS DE 8-(terc-BUTOXJCARBONIL)AMJNO-
2-METOXICARBONJL-3-OXOINDOLIZIDJNAS
Procedimiento general:
A una disolución del 4-cetodiéster 72 u 80 (5 g, 10 mmoles) en MeOH
(200 mL) se le añade un 10% de Pd-C (10%) y la suspensión se hidrogena a
temperatura ambiente y 30 psi de presión durante 4 h. Una vez separado el
catalizador por filtración, se elimina el disolvente y el residuo resultante se
purifica por cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando como
sistema de eluyentes AcOEt-hexano (1:1), obteniéndose en cada caso los
productos que se describen a continuación.
(211$8StSaR*). y (2RS,8St8aS*).8.(terc.Butoxicarbonll)amino~
2-metoxicarbonil-3-oxoindoflzidina (‘73ab) y (‘73c4>
Rendimiento: 2,96 g (95%). Espuma blanca.
HPLC: tR = 9,95 y 10,46 mm; eluyente A (30:70); columna núm. 1.
Análisis elemental (Wc) O 14 N
Calculado (C15H24N205) 57,68 7,74 8,99
Encontrado 57,50 7,38 8,75
(2RS8Rt8aS*). y (211$8Rt8aR*)~8~(terc.Butoxicarboni1)wnino~
2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (Slab) y (8lcd)
Rendimiento: 2,92 g (94%). Espuma blanca.
Los datos de 111 RMN y 130 RMN de estos compuestos se indican en las
tablas 25 y 26, respectivamente.
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35.2. PREPARACIÓN DE 8-(terc-BUTOXICARBONIL)AMINO-
3-OXOINDOLIZIDINA
Ácidos (2RSSSS8aR*). y (211$ 8S*,8aS*).8.(terc.butaricarbonil)wnino~
3-aroindolizidinar2-carboxí-lieos (‘YOab) y (‘76cd)
Procedimiento 1: Hidrólisis del compuesto 73
A una disolución de 73 (0,72 g, 2,8 mmoles) en MeOH (lOiniL) se le añade
NaOH 2 N (1,5 miL, 3 mmoles) y se agita a temperatura ambiente durante 1 h.
Tras eliminar el disolvente por evaporación a presión reducida, el residuo
obtenido se disuelve en 1420 (10 mL) y se acidifica hasta pH 3 con BOl 1 N. A
continuacion se extrae con AcOEt, se seca el extracto orgánico sobre Na2SO4 y
se evapora el disolvente a sequedad, obteniéndose el producto 76 en forma de
sólido blanco (0,61 g, 90%).
Procedimiento 2: Hidrogenación del 4-cetodiácido 77
A una disolución del 4-cetodiéster 72 (2,5 g, 5 inmoles) en MeOH (50 mL)
se le añade NaOH 2 N (5 mL, 10 mmoles) y se agita a temperatura ambiente
durante 2 h. Después de eliminar el disolvente por evaporación a presión
reducida, eí residuo resultante se disuelve en H20 (30 mL) y se acidifica hasta
pH 3 con HCl 1 N. A continuación se extrae con AcOEt, se seca el extracto
orgánico sobre Na2SO4 y se evapora el disolvente a sequedad. El crudo de
reacción obtenido se disuelve en MeOR (100 niL) y la disolución se hidrogena a
temperatura ambiente, en presencia de un 10% de Pd-C (10%), a 30 psi de
presión durante 4 h. Transcurrido este tiempo, se separa el catalizador por
filtración y se elimina el disolvente por evaporación a vacío para dar lugar al
producto 76 (sólido blanco, 1,4 g, 94%).
EM: 299 (M~ + 1, 0,05), 298 (Mt, 0,07), 254 (M~ —44, 1,11), 197 (M~ — 101, 2,35),
181 (Mi— 117, 22,03), 151 (Mt— 147, 1,02), 137 (Me— 161, 100,00), 57 (tBu, 81,61).
Análisis elemental (Wc) 0 14 N
Calculado (C14H22N205) 56,36 7,43 9,39
Encontrado 56,21 7,79 9,07
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Los datos de 1H RMN y 130 RMN de este compuesto se encuentran en las
tablas 25 y 26, respectivamente.
(8St8aR*)~ y (8St8aS*).&(terc.Butat~icarbonU)amino~
3-oxoindoilzidina (78a) y (178b)
Se calienta a reflujo durante 15 h una disolución de 76 (0,43 g. 1,4
mmoles) en dioxano (25 mL). Después de eliminar el disolvente por
evaporación a vacio, se obtiene el compuesto 78, constituido por una mezcla de
dos diastereoisómeros en proporción 12:1, determinada por HPLC [Eluyente B
(25:75); columna núm. 2]. La cromatografía en columna de gel de silice con e]
sistema de eluyentes CH
2CI2-MeOH (40:1) conduce a la separación de los dos
diastereoisómeros, que se describen a continuación.
Isómero (8St8aS*): 78b
Rendimiento: 20 mg (5,5%). Espuma
HPLC: tR = 10,94 mm; eluyente B (25:75); columna núm. 2.
Isómero (8St8aR*): 78a
Rendimiento: 260 mg (71%). Espuma.
HPLC: tR = 12,39 mm; eluyente B (25:75); columna núm. 2.
Análisis elemental (Wc,> O 14 N
Calculado (C13H22N203) 61,39 8,72 11,01
Encontrado 61,43 8,59 10,75
Los datos de 114 RMN de estos compuestos están recogidos en la tabla 25.
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3.5.3. SÍNTESIS DE S-(terc-BUTOXICARBONIL)AMINO-2-METOXICARHONJL-
3-OXO1NDOLIZJDJNAS 2,2-DISUSTITUIDAS
3.5.8.1. Preparación de derivados 2-bencil,, 2-etoxicarbonilinetil
y2-terc-butoxicatbonilmetil sustituidos
Procedimiento general:
A una disolución del derivado de 3-oxoindolizidina 73 u 81 (1,56 g,
5 mmoles) y NaMeO o NaH (8,5 mmoles) en DME o THF (40 mL) se le añade el
agente alquilante correspondiente, bromuro de bencilo, bromoacetato de etilo o
bromoacetato de terc-butilo (8,5 mmoles). Después de agitar a temperatura
ambiente durante 2 h, se elimina el disolvente y el residuo resultante se extrae
con AcOEt y se lava con 1420 y con disolución saturada de NaC1,
sucesivamente. La fase orgánica se seca sobre Na2SO4 y, tras eliminar el
disolvente, se purifica el residuo obtenido por cromatografía en columna de gel
de sílice, utilizando como eluyente el sistema que se especifica en cada caso.
Los productos obtenidos por este procedimiento se detallan a
continuación. Los datos de 114 RMN y 150 RMN se recogen en las tablas 27 y 28,
respectivamente.
Alquilación de 73 con bromuro de bencilo
(2St8St8aS*).2.Bencil~8~ (terc-butoxicarbonibamino-2-metoxi-carbonll-
3-oxoindolizidina (82c)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 4,5%. Sirupe.
HPLC: tR = 17,83 mm; eluyente A (45:55); columna núm. 1.
Análisis elemental (%,> 0 14 N
Calculado (C22H30N205) 65,65 7,51 6,96
Encontrado 65,48 7,71 6,76
— 151 —
(2Rt8St8aR*).2.Bendil~8.(terc~butoxicarbonh1)cunino.2.metoxicarbonll.
3-oxoindolizidina (82W
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 50%. Espuma blanca.
HPLC: t~ = 15,56 mm; eluyente A (45:55); columna núm. 1.
EM: 402 (Me, 0,54), 345 (M~ — 57, 1,57), 285 (M~ — 117, 100,00), 226 (M~ — 176,
9,39), 194 (M~ —208, 98,70), 91 (Bn, 34,14), 57 (tBu, 31,93).
Análisis elemental (Wc,> 0 14 N 2
6,96Calculado (CnHsoN2O5) 65,65 7,51
Encontrado 65,52 7,70 7,02
(2St8SS8aR*).2.Bendll.8~(terc.butcxricarboniVwnino-.2-.metoxicarboniJ-.
3-aroindolizidina (82b)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendmiento: 10,3%. Espuma blanca.
HPLC: t~ = 16,63 mm; eluyente A (45:55); columna núm. 1.
Análisis elemental (%) 0
KÑlculadoO (C22H30N205) 65,65Encontrado 73
14 N
7,5138 6,968
Alquilación de 81 con bromuro de bencilo
(2Rt8Rt8aR*)~2.Bencil.84terc.butoxicarboniVamino-.2~metoxicarbonit
3-ojwindolizidina (87c)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 4,5%. Sirupe.
Análisis elemental (Wc)
0 14 N
Calculado (C22H30N205) 65,65 7,51 6,96
Encontrado 65,67 7,65 6,82
— 152 —
(2SS8Rt8aS*).2~Bencil.8.(terc~butoxiearboniOwnino.2-.metoxicarbonh1.
3-oxoindolizidina (87W
Eluyente: AcOEt-bexano (1:2). Rendimiento: 55,6%. Espuma blanca.
Análisis elemental (%) 0 14 N
Calculado (0221430N205) 65,65 7,51 6,96
Encontrado 65,38 7,69 6,91
(2RS8Rt8aS*).2.Bendil~8.(terc-.butoxicarbonhl)amino.2~nwtoxicarbonil.
3-ornindolizidina (8Th)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 10,0%. Espuma blanca.
Análisis elemental (Wc) 0 14 N
Calculado (C22H30N205) 65,65 7,51 6,96
Encontrado 65,64 7,63 6,88
Alquilación de 73 con bromoacetato de etilo
(2St8St8aRt)-, (2Rt8SSSaR*) - y (2Rt8St8aS*).8.(terc.ButavicarboniDwnino~
2-(etoxicarbonll)metil-2-metoxicarbonil-3-o.windolizidina (84W, (Mb) y (84c)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Se obtiene una mezcla de tres diastereoisómeros.
Rendimiento: 59%. Sólido blanco. Proporción de diastercoisómeros
(2S*,8S*,8aR*)/(2R~~,8S%,8aRt 5:1; (2R~<,8S*,8a&), trazas.
HPLC: tR = 10,55 mm; eluyente A (30:70); columna núm. 3.
EM: 367 (M~ —31, 1,20), 353 (M~ —45, 5,38), 281 (M~ — 117, 64,10), 222 (M~ — 176,
100,00), 194 (M~ —204, 19,76), 150 (M~ —248, 5,61), 57 (tBu, 80,79).
Análisis_elemental (%,>
Calculado (C19H80N207)
0 14 N
57,27 7,59 7,03
Encontrado 57,21 7,41 6,95
153 —
Alquilación de 73 con bromoacetato de terc-butilo
(‘2St8St8aR*$ y (2W’,8St8aRt>-8-(terc-Butoxicarbonll,>amino-
2-(terc-butoxicarboniflnwtil-2-nwtaricarbonil-3-aroindolizidina (132W y (132b)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 70%. Espuma blanca. Proporción
de diastercoisómeros (2S*,8St8aRt/(2R*,88*,8aR*) 5:1.
Análisis elemental (Wc,> O H N
Calculado (C21H34N207) 59,14 8,04 6,57
Encontrado 58,97 8,04 6,68
35.32. Obtención de derivados 2-(indol-3’-il)metll sustituidos
A una disolución de 73 (1,56 g, 5 mmoles) en DME (40 mL) se le añaden
NaMeO recientemente preparado (324 mg, 6 mmoles), gramina (871 mg,
5 mmoles) y 0H31 (0,63 mL, 10 mmoles). Tras agitar primero durante 15 mm a
o oo y, después, a temperatura ambiente durante 2,5 h, se elimina el disolvente
y el residuo resultante se extrae con AcOEt y se lava, primero con ~ y
después con disolución saturada de NaCí. La fase orgánica se seca sobre
Na2SO4 y se evapora el disolvente a sequedad. El residuo obtenido se purifica
por cromatografía en columna de gel de sílice con el sistema de eluyentes
AcOEt-hexano (1:1), obteniéndose una mezcla de tres diastereoisómeros. La
cromatografía en placa preparativa, utilizando como eluyente AcOEt-hexano
(1:2) conduce a la separación de los mencionados diastereoisómeros.
(2St8St8aS*).8.(terc.Butoxicarboni.ikzmino~2~(indol.3t~il)meti1.2-metoxkarbonll-3-oxoindolizidina (83c)
Rendimiento: 4,3%. Espuma.
HPLC: tR = 19,11 mm; eluyente A (40:60); columna núm. 1.
— 154—
Análisis elemental (Wc,> O 14 N1
Calculado (C,24H31N805) 65,29 7,08 9,52
Encontrado 65,44 6,95 9,26
(2St 8St8aR*)~8.(tere-Bzaaxicarbonil)amino-2-(indol-3‘-¡1)metil-
2-metaricarbonil-3-avoindolizidina (SSb)
Rendimiento: 8,5%. Espuma.
HPLC: tR = 17,48 mm; eluyente A (40:60); columna núm. 1.
Análisis elemental (Wc) 0 14 N
Calculado (C24H31N305) 65,29 7,08 9,52
Encontrado 65,34 7,19 9,62
(2RtSStSaR*)-8-(terc-Butoxicarbonll)amino-2-(indol-3 -iDmetil-
2-metoxicarbonll-3-axvindolizidina (8%)
Rendimiento: 45,2%. Espuma.
HPLC: tR = 17,18 mm; eluyente A (40:60); columna núm.1.
Análisis elemental (Wc) 0 14 N
Calculado (C24H31N305) 65,29 7,08 9,52
Encontrado 65,13 7,21 9,47
Los datos de 114 RMN y 130 RMN de los tres diastereoisómeros 83a, 83b y
83c se indican en las tablas 27 y 28, respectivamente.
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3.&3.3. Preparación de 8-(terc-butoxicarbonil)andno-
2-carboxi-3-oxoindoliñdinas 2,2-disusfituidas
Procedimiento general:
A una disolución del derivado de 3-oxoindolizidina 82a, 82b, 82c, 87a, 87b,
83a, 83b ó 132ab (0,3 mmoles) en MeOH (5 miL) se le añade NaOH 2 N (0,23 mL,
0,45 mmoles) y se agita a temperatura ambiente durante 2 días. Tras eliminar
el disolvente por evaporación a presión reducida, el residuo obtenido se disuelve
en H20 (10 mL) y se acidifica hasta PH 3 con 1401 1 N. A continuación se extrae
con AcOEt, se seca el extracto orgánico sobre Na2SO4 y se evapora el disolvente
a sequedad. El residuo resultante se purifica por cromatografía en colunma de
gel de sílice en los casos en que se especifica.
Los productos obtenidos por este procedimiento
continuación. Los datos de 114 RMN se recogen en la tabla 29.
Ácido (2Rt8St8aR*).2~bencil~8~(terc.butoxiearbonil) amino.
3-oxoindolizidino~2-carboxilico (85W
Rendimiento: 98%. Espuma blanca.
HPLC: tR = 17,00 mm; eluyente A (35:65); columna núm. 1.
Análisis elemental (Wc,> 0 14 N
Calculado (C21H2sN2O5) 64,93 7,27 7,21
Encontrado 64,94 7,33 7,00
Ácido (2SS8SS8aR*).2-bencil-8-(ten,-butoxicarbonil)amino-.
3-cxoindolizidina-2-carbarílico (85b)
Rendimiento: 96%. Espuma blanca.
HPLC: t~ = 19,03 mm; eluyente A (35:65); columna núm. 1.
Análisis elemental (%) 0 14 N1
Calculado (0211428N205)
Encontrado
64,93
64,82
7,27
7,43
7,21
7,15
se detallan a
— 159—
Ácido (2St8SS8aS*) -2-bendd-8-(terc-bu-toxicarbonil)amino-
3-avoindolizidina-2-carboxilico (SSe)
Rendimiento: 96%. Espuma blanca.
HPLC: tR = 18,30 mm; eluyente A (35:65); columna núm. 1.
Análisis elemental (Wc) 0 14 N
Calculado (021H28N205) 64,93 7,27 7,21
Encontrado 64,75 6,96 7,45
Ácido (2St8Rt8aS*)~2~bencil.8.(terc~butoxicarboniDamino.
3-aniñndolizidin«-2-carbox ‘leo (88W
Rendimiento: 97%. Espuma blanca.
Análisis elemental (Wc) 0 14 N
Calculado (C21H28N205) 64,93 7,27 7,21
Encontrado 64,75 7,56 7,08
Ácido (2Rt8RS8aSt>-2-bendil-8-(tere-butoxicarboni?)amino-
3-oxoindnlizidñuz-2-carboxdico (88b)
Rendimiento: 98%. Espuma blanca.
Análisis elemental (Wc,> O 14 N
Calculado (C21H28N205) 64,93 7,27 7,21
Encontrado 64,72 7,03 7,38
Acido (2RSBSt8aR*)-8-(tec-butox’icarbonil)amino-2-(indol-3-ll)metll-
3-acoindolizidin-a-2-earb<yxílieo (86a)
Purificado por cromatografía en columna. Eluyente: C142C12-MeOH (10:1).
Rendimiento: 84%, Espuma.
— 160 —
HPLC: tR = 15,38 mm; eluyente A (35:65); columna núm. 1.
Análisis elemental (%) 0 14 N 2
9,83Calculado (C23H29N505) 64,62 6,84
Encontrado 64,28 6,67 9,50
Ácido (2St8St8aR*).8~(t>erc~butoxicarbonll)wnino~2.(indol.3.il)nletll~
3aroindolizidinor2-carboxílieo (861>)
Purificado por cromatografía en columna. Eluyente: C142C12-MeOH (10:1).
Rendimiento: 82%. Espuma.
HPLC: t11 = 16,05 mm; eluyente A (35:65); columna núm. 1.
Análisis elemental (Wc) 0 14 N
Calculado (C231429N305) 64,62 6,84 9,83
Encontrado 64,45 6,72 9,95
Ácidos (2St8St8aR*$ y (2Rt8St8aR*)~8~(terc-butoxicarbonll)amino-
2-(terc-.butoxicarbonWmetil-3-oxoindolizidina-2-.carboxilicos (13%) y (133b)
Rendi miento: 98%. Espuma blanca. Proporción de diastereoisómeros
(28*,88*,SaJt )/(2Rt8S’t8aR’*) 5:1.
Análisis elemental (%,> O 14 N
Calculado (C20H32N2O-¡) 58,24 7,82 6,79
Encontrado 58,10 8,01 6,90
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3.5.4. PREPARACIÓN DE DERIVADOS DE MTPA
3.5.4.1. Reacciones de derivatízación con el ácido
(R)-(+)-a-metoxi-u-(Úifluorometil)fenilacéúco
Procedim lento general:
A una disolución del 4-cetodiéster 72 u 80 ó del derivado de 3-oxo-
indolizidina 82a, 87a, 82b u 87b (0,25 mmoles) en C142C12 (4 mL) se le añade
TEA (2 mt) y se agita a temperatura ambiente durante 1 lv Tras eliminar el
disolvente por evaporación a presión reducida, el residuo obtenido se disuelve
en CH2Cl2 (5 mt) y se añaden TEA (0,07 mt, 0,5 mmoles) y, a continuación
BOP (122 mg, 0,28 mmoles). Tras 10 mm de agitación, se añade el reactivo
quiral, (R)-(±)-MTPA(64,5 mg, 0,28 mmoles). Después de agitar durante 5 h a
temperatura ambiente, se elimina el disolvente y el residuo resultante se
extrae con AcOEt y se lava, primero con H20 y después con disolución saturada
de NaCL. La fase orgánica se seca sobre Na2SO4 y se elimina el disolvente. El
residuo obtenido se purifica por cromatografía en columna de gel de sílice,
utilizando el sistema de eluyentes que se especifica en cada caso.
Los productos obtenidos por este procedimiento se describen a
continuación.
(5S,2¶?)-8- (BendiloxicarboniVwnino-2-metoxicarbonil-5-(2’-metcix¡-
2’.trifluorometil)fenilacetamido-4-oxooctanoato de metilo (89)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 61%. Sirupe.
HPLC: t11 = 11,69 mm; eluyente A (50:50); columna núm. 3.
Análisis elemental (%) C 14 N
Calculado (C291433F6N209) 57,05 5,45 4,59
Encontrado 57,17 5,63 4,32
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(5E<,2’IR) -8- (Benciloxicarboniflamino-2-metaricarbonil-5-(2-metari-
2’-trifluorometil)fenilacetamido4omoctanoato de metilo (90)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 41%. Sirupe.
HPLC: tp = 11,69 mm; eluyente A (50:50); columna núm. 3.
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (C29H33F3N209) 57,05 5,45 4,59
Encontrado 56,91 5,55 4,47
Los datos de 114 RMN de los compuestos 89 y 90 se indican en la tabla 30.
(21R,SS,8a11,2 ‘11)- y (28,SW8a$2’RF2-BenciU2-metaricarbonW8-(2’-metari-
2’-trifluorometll)fenilacetamido-3-ornindolizidina (91W y (91b)
Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 62%. Espuma blanca.
proporción de diastereoisómeros obtenida en función de la procedencia del
producto de partida se indica en la tabla 6.
HPLC: ½= 51.75 mm [isómero (2R,8S,8aR,2R)]; 56,61 mm [isómero
(2S,SR,8aS,2’R)]; eluyente A (35:65); columna núm. 3.L Análisis elemental (%)Calculado (C271429F3N205)Encontrado C 14 N162,5462,48 5,645,71 5,405.39
(2S.8S,8aPs2rPJ~ y (2R,SR,SaS,2’P0-2-Rencil-2-metoxicarbonil-842’-metoxi.
2’-trifluorometil)fenil-acetamido-3-awindolizidina (92W y (92b)
Eluyente: AcOEt—hexano (1:1). Rendimiento: 61%. Espuma blanca. La
proporción de diastereoisómeros obtenida se indica en la tabla 6.
HPLC: t~ = 22,53 mm [isómero (2S ,8.S , SaR, 2 ‘R)]; 24,88 mm [isómero
(2R,SR,8aS,2Rj; eluyente A (40:60); columna núm. 3.
La
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[Análisis elemental (Wc) C H N
Calculado (C27H29F5N205) 62,54 5,64 5,40
Encontrado 62,61 5,89 5,47
Los datos de 114 RMN de los compuestos 9lab y 92ab se encuentran
recogidos en la tabla 31.
3.5.4.2. Reacciones de derivatización con el cloruro
de (S)-(+)- ó (R)(-)-&metoxi-cz-(tiifluorometil)fenilacetilo
Procedimiento general:
Una disolución del derivado de 3-oxoindolizidina 82a u 87a (3,2 mg,
8 gmoles) en TFA (200 iL) se agita a temperatura ambiente durante 2 h. Tras
eliminar el disolvente, el residuo obtenido se disuelve en piridina (0,5 mt). se
añade el reactivo quiral correspondiente (30 gL, 160 imoles) y la disolución se
agRa a temperatura ambiente durante 1,5 h. Transcurrido este tiempo, se
adiciona H20 (25 gL) y, a continuación, se evapora el disolvente. La proporción
de diastereoisómeros se determina en el crudo de reacción, mediante HPLC,
obteniéndose los resultados que se especifican en la tabla 6.
En las reacciones con (R)-(—)-MTPA-Cl se obtienen los compuestos
(2R,8S,8aR,2’S)- y (28,8R,SaS,2’S)-2-bencil-2-metoxicarbonil-8-(2-metoxi-2-tri-
fluorometil)fenilacetamido-3-oxoindolizidina (93a) y (93b), enantiómeros de 91b
y 91a, respectivamente.
— 166—
Co
OoOrlrl’zOOCozo)
‘.0
00
o)
E
ce
-
.
o>
?ce
ti>
Co‘.0
CO
ti
-
~
zs
—
Le
~
~O
00
O
‘e
Le
o
.
O>
O
-
O
-
te
~
00
e><.0
<.0
Le
-
—
O
-
-
o)
-ci
aOcee>‘orle>o
-
Leo
-
o<
oCi“oCi
O
oO
O
e
-
-
-
O
o’.—
CO
OO2OC
l
OOOzUDz¡0o,U
-
CC¡0CoQq
ti00
O
0-O
O
<
o
Co
rl
O
U
-
U
-
C
o
C
o
<3
¿
CO
UD
~
.0
U
-:
~
‘A’
<O
CC
Q
l
Q
l
Ql
C
o
C
o
LO
C
o
¡0.0
Ql
—
rl
UD
UD
CO
CC
4
9
o
,
C
o
Co
O
Ql
C
o
U
-
U
-
rl
—
ci
ci
O>
C
o
UD
Co
C
o
<
o
Ce
~ CCLOrl
LO3Drl
COo<.0¡-Ito>
-4-?Oe>o.ce<Oe>
UD
N-4z
o
¡0CDrl‘A’
OC
l
o
en
Cf)
LO
‘A<o
Co
C
o
C
o
‘A’
‘A’
C
l
U
-
U
-
U
-
C
D
C
D
C
o
ci
C
o
C
o
O)
O
-t~
N
O
N
r
l
C
O
C
o
c
ic
i
C
o
C
o
QQ
C
D
C
oC
o
O
O
“
e
.
‘e
C
C
C
C
U
-U
-
O
CD
U
-
—
C
l
C
o
<
o
LO
C
l
Q
q
C
o
C
o
U
-
U
-
¡0
¡0
CD
CC
O
O
)
C
o
ci
ci
a
U
D
C’J
U
-O
O
~
t
U
-C
o
O
)~
U
-C
o
rl
rl
rl
rl
rl
rl
rl
rl
N
Q
q
N
N
U
-C
D
U
-C
D
U
-’Ú
U
-chU
D
C
D
rl
r
l
r
l
r
l
r
l
‘
-
4
-
O
r
l
’
-
H
C
o
<
o
4
4
Ql
Qq
C
l
Q
l
rl
‘t
‘A’
O)
3D
Co
O)
C
o
C
o
ci
ci
CD
<CO>
L
O
C
D
a
a
N
t
-
L
O
C
O
N
r
l
Ce
Ce
Ce
Ce
Ce
Ce
Ci
“o
Ci
“o
—
r4-
04
04
Ob
Ob
Ob
Ob
.0
C.D
0-
oC.D
ceOQlCo
O
rl
OOCo
zrl
—Ci5-
-ci
o)e
Le
o)
O-—
Ci
4-.>
—
Ci
c
E
-
—
1-o)
00
‘Ci
Le
E
S
Le
-z
o)
O
.
0.
0.
Z00O
‘
.0
-
—
o)
‘Ea00O.4-aeo)Cio-Leo)rle,,Ci“oCiE-
o
C
i
OOCofr~rl
-9OQq
OOC
l
OQqzCcO)UDrlU-
-9rlCD
-e
,
-9ci
LOe.>e.)
10rl
c
~L
O
UD
O
c$EOO
z0-
COo4)O-ce
‘CCEo1--AosCDceo
0
Qo
.
•
U?O
¡
O
.
¡
ce-A
-d
•
O<.1ce
¡
CC‘OCD
Cf)U?o5-
¡
o>¡7-
¡
rl
o
CCo)o.U?CDCLoCD
‘O0)oCC
q4>
3.5.5. OBTENCIÓN DE DERIVADOS DE Sa-HIDROXiI- Y 8a-ALCOXI-8-AMINO-
3-OXOINIDOLIZIDINA-2-CARBOXILATO 2-SUSTITUIDOS
3.5.5.1. Reacciones de hidrogenación del 2-bencil4cetodiéster
derivado de Boc-Orn(Z)-OH
Método A: Reacción en MeOH
A una disolución del compuesto 94 (2,3 g, 4 mmoles) en MeOH (140 mL)
se le añaden 230 mg de Pd-C (10%) y la suspensión se hidrogena a temperatura
ambiente y 30 psi de presión durante 4 h. Una vez separado el catalizador por
filtración, se elimina el disolvente y el residuo resultante se purifica por
cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando como sistema de
eluyentes C142C12-MeOH (50:1), obteniéndose los productos que se indican a
continuación.
Ácido (2S,8S,8aP0-2-bencil-S- (terc-butoxicarbonll)amino-8a-metoxi-
3-oxoindolizidina-2-carboxllico (95)
Rendimiento: 1,04 g (63%). Espuma blanca.
HPLC: t11 = 9,89 mm; eluyente A (70:30); columna núm. 1.
EM: 374 (M~ —44, 0,1), 342 (M~ — 76, 7,85), 286 (M~ — 132, 100,00), 242 (M~ — 176,
24,26), 227 (M~ — 191, 1,79), 195 (M~ —223, 14,31), 150 (M~ — 268, 18,60), 91 (Bn,
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (C221430N206) 63,14 7,23 6,69
Encontrado 62,89 7,35 6,70
Acido (2S,8S,8aS)-2-ben-cil-8-(terc-butoxicarbonll)amino-<Sa-hidroxi-
3-.oxoindolizidina-2-carboxilico (96).
Rendimiento: 0,26 g (16%). Espuma blanca.
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HPLC: tR = 7,48 mm; eluyente A (70:30); columna núm. 1.
EM: 342 (M~ —62, 6,07), 286 (M~ — 118, 67,32), 242 (M~ — 162, 12,35). 227 (M~ —
177, 100,00), 195 (M~ — 209, 7,04), 150 (M~ — 254, 13,01), 136 (M~ —268, 6,04), 91
(Bn, 28,05), 57 (tBu, 64,00).
Análisis elemental (Wc) C 14 N
Calculado (C211428N206) 62,36 6,98 6,93
Encontrado 62,04 7,31 6.85
Método B: Reacción en EtOH
Una disolución del compuesto 94 (0,8 g, 1,4 mmoles) en EtOH (50 mL) se
hidrogena en presencia de un 10% de Pd-C (10%) en las mismas condiciones
descritas para el método A. Tras la aplicación de un procedimiento totalmente
análogo, se obtienen los productos que se indican a continuación.
Ácido (28,8S,8aP0-2-bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-8a-etavi-
3-arnindolizidána-2-carboxilico (99)
Rendimiento: 0,37 g (61%). Espuma blanca.
HPLC: t~ = 12,93 mm; eluyente A (70:30); columna núm. 1.
Análisis elemental (Wc) C 14 N
Calculado (CnH32N2O6) 63,87 7,46 6,48
Encontrado 63,49 7,61 6,36
También se obtiene un compuesto de menor Rf identificado como 96
(116 mg, 21%).
Método C: Reacción en disolventes apróticos
Una disolución del 4-cetodiéster 94 (lg, 1,7 mmoles) en AcOEt o THF
(60 mL) se hidrogena durante 20 h en las mismas condiciones descritas para
—170—
los métodos A y B. Después de separar el catalizador por fi]tración y de
eliminar el disolvente, el residuo resultante se purifica por cromatografía en
columna de gel de sílice con el sistema de eluyentes AcOEt-bexano (1:1),
obteniéndose el compuesto que se indica a continuación.
(2S8S,8aS$2.Bendll4(telrrbutaxicwtonil)amino-SadlidrarV
2-metoxicarbonil-3-oxoindollzidina (98,)
Rendimiento: 0,6 g, 83% (AcOEt); 0,57 g, 79% (THF). Espuma blanca.
HPLC: tR = 11,56 mm; eluyente A (70:30); columna núm. 1.
Análisis elemental (Wc) C 14 N
Calculado (C221430N206) 63,14 7,23 6,69
Encontrado 63,28 7,42 6,54
Los datos de 114 RMN y de
13C RMN de los productos obtenidos en estas
reacciones de hidrogenación se recogen en las tablas 32 y 33, respectivamente.
(2S,BS,SaP0-2-Bendil-8.(terc-butor¡carbonil)amino-Barmetaxi-
2-metoxicarbonil-3-aroindoliz¡dina (97)
A una disolución, enfriada a O o>C, de una mezcla de los compuestos 95 y
96 en proporción 4:1 (0,9 g, 2,1 mmoles) en THF (20 mL) se le añade una
disolución etérea de C14
2N2 (generado a partir de 0,5 g de N-metil-N-nitroso-
urea). Después de agitar durante 1 h, se eliminan los disolventes por
evaporación y el residuo resultante se purifica por cromatografía en columna
de gel de sílice, utilizando AcOEt-hexano (1:2) como eluyente, obteniéndose el
producto 97 como una espuma blanca. Rendimiento: 0,53 g (56%).
HIPLC: tR = 19,25 mm; eluyente A (70:30); columna núm. 1.
EM: 433 (M~ + 1, 4,59), 432 (Mt, 19,59), 400 (M~ —32, 2,52), 376 (M~~ —57, 7,87),
345 (M’ —87, 29,70), 317 (M~ — 115, 70,33), 149 (M~ —283, 5,05), 91 (Bn, 57,66),
57 (tBu, 88,15).
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Análisis elemental (%) C H N
Calculado (CnHa2Nj=06) 63,87 7,46 6,48
Encontrado 63,70 7,57 6,60
También se obtiene el compuesto 98 (0.13 g, 15%).
(2S,8S,8aP0-2-Bendll-84terc-butoxicarbonil)amino-8a~etoxi-
2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (100)
A una disolución, enfriada a O 0C, de una mezcla de los compuestos 99 y
96 en proporción 3:1 aproximadamente (0,18 g, 0,4 inmoles) en THF (5 mL) se le
añade una disolución de CH
2N2 en éter etílico (generado a partir de 0,1 g dc
N-metil-N-nitrosourea). Tras agitar durante 1 h a la temperatura indicada, se
eliminan los disolventes por evaporación y el residuo obtenido se purifica por
cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando AcOEt-hexano (1:3) como
eluyente, para dar lugar al producto 100 en forma de espuma. Rendimiento:
0,12 g (64%).
HIPLC: t~ = 27,23 mm; eluyente A (70:30); columna núm. 1.
Análisis elemental (%) C II N
Calculado (C241434N206) 64,55 7,67 6,27
Encontrado 64,51 7,43 6,12
También se obtiene el compuesto 98 (34 mg, 19%).
En las tablas 32 y 33 se detallan los datos de 114 RMN y RMN,
respectivamente, de los productos obtenidos en estas reacciones de
esterificación.
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3.5.5.2. Reacciones de reducción de 8a-hidroxi- y 8a-alcoxi-3-oxoindolizidinas
Reducción de los compuestos 82a, 82by 100 con LiAlH4
Procedimiento general:
A una disolución del correspondiente derivado de 3-oxoindolizidina 82a,
821> ó 100 (0,3 mmoles) en THF (10 mt) se le añade LiAI}14 (0,9 inmoles) y se
calienta a reflujo durante 6 h. Tras neutralizar con UCí 1 N, se elimina el
disolvente por evaporación y el residuo resultante se extrae con AcOEt y se
lava, primero con 1420 y después con disolución saturada de NaCí. El extracto
orgánico se seca sobre Na2SO4 y se evapora a sequedad.
Los productos obtenidos por este procedimiento se detallan a
continuación. Los datos de 114 RMN y
13C RMN se indican en las tablas 34 y 35,
respectivamente.
(2St8S*,8aR*).2.Bendil.8~(terc~butox¡earbonU)wnino~
2-hidroximetil-3-oxoindolizidin.a (103)
Rendimiento: 90%. Espuma blanca.
HPLC: ¼= 6,12 mm; eluyente C (35:65); columna núm. 3.
(2Rt8St8aR*)~2.Bendll.8.(terc~butoxicarbonll)amino~
2-hidroximetil-3-oxoindolizid¡na (104)
Rendimiento: 80%. Espuma blanca.
HPLC: tp = 5,51 mm; eluyente C (35:65); columna núm. 3.
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(2R,8S,8aPJ-2-Bendil-8-(terc-butoxicarbonll)amino-8a-eto-xi-
2-h¡droxinwtil-3-oxoindolizidina (105)
Rendimiento: 77%. Espuma.
HPLC: t11 = 12,49 mm; eluyente C (40:60); colunma núm. 3.
Reducción del compuesto 98 con NaBH4
A una disolución del derivado do 3-oxoindolizidina 98 (125 mg,
0,3 mmoles) en THF (10 mL) se le añade NaBH4 (34 mg, 0,9 mmoles) y se.
calienta a reflujo durante 6 h. Tras eliminar el disolvente por evaporación, el
residuo obtenido se disuelve en AcOEt y se Java, primero con 1420 y después con
disolución saturada de NaCí. El extracto orgánico se seca sobre Na2SO4 y se
evapora el disolvente. El residuo resultante se purifica por cromatografía en
columna de gel de sílice con el sistema de eluyentes que se especifica en cada
caso, para dar lugar a los productos que se detallan a continuación.
(2W8S8aS)-2-Beiwit8-(terc-butoxicarbonil)aniino-Radddravi-
2-hidroxinwtil-3-oxo¡ndolizidina (101) o
Eluyente: C112C12-MeOH (50:1). Rendimiento: 25 mg (20%). Sirupe.
Análisis elemental (Wc) C 14 N
Calculado (C21H80N205) 64,60 7,74 7,17
Encontrado 64,73 7,89 7,02
Los datos de 114 RMN y ‘
3C RMN de este compuesto se indican en las
tablas 34 y 35, respectivamente.
(211,8S,BaPO-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-
2-hid,roximetilindolizidina (102)
Eluyente: CH
2Cl2-MeOH (20:1). Rendimiento: 25 mg (22%). Sirupe.
— 176
1H RMN
(300 MHz, CDCl
3): 5 7,27-7,12 (m, 5 H, C6H5), 4,46 (s ancho, 1 14, NR), 3,47 (m,
1 14, 14-8), 3,39 (d, 1 H, C142-OH, J = 10,5), 3,33 (d, 1 14, C142-OH), 3,13 (d, 1 14,
14-3, J = 9,4), 3,02 (m, 1 14, H-Sec), 2,89 (d, 1 14, C142-Ph, J = 13,3), 2,81 (d, 1 14,
C142-Ph), 2,27 (d, 1 H, H-3), 2,10 (m, 1 14, H-Sax), 2,01 (m, 2 14, 14-7 y H-8a), 1,73
(m, 3 14, 14-1 y 14-6), 1,45 (m, 1 14, 14-6), 1,41 [s, 9 14, CH3 (IBoc)], 1,08 (m, 1 14,
H-7).
[300 MHz, (CD3)2C0]: 5 7,32-7,17 (m, 5 14, C6145), 5,85 (s ancho, 1 14, NR), 3,50
(m, 1 14, 14-8, J = 10,0), 3,33 (d, 1 H, C142-O14, J = 10,3), 3,29 (d, 1 14, CH2-014),
3,07 (m, 2 14, 14-3 y H-Sec), 2,91 (d, 1 14, CH2-Ph, J 13,0), 2,83 (d, 1 14, C142-Ph),
2,22 (d, 1 14, 14-3. J = 9,4), 2,08 (m, 1 14, 14-Sa), 2,05 (m, 1 14, H-Sax). 2,04 (m, 1 14,
14-7), 1.72 (m, 3 14, 14-1 y 14-6), 1,39 (m, 1 H, 14-6), 1,38 [s, 9 14, CH3 (Boc)], 1,26 (m,
1 14, 14-7).
1~C RMN (50 MHz, CDClg): 5 155,28 [CO (Boc)], 138,40, 130,28, 128,15, 126,28
(C
6145), 79,40 [C (Boc)]. 68,40 (C-8a), 67,21 (C142-OH), 61,70 (C-3), 51,80 (C-8),
51,21 (C-5), 44,92 (C-2). 43,25 (C-1), 38,63 (CH2-Ph), 31,32 (C-7), 28,34 [CH3 (Boc)1,
23,43 (C-6).
Análisis elemental (%) C______ 14 N
Calculado (C211428N203) 70,76 7,92 7,86
Encontrado 70,58 7,99 7,81
3.5.5.3. Obtención de A~MLhexa1iidroindolizinas
A una disolución del compuesto 98 (0,1 g, 0,24 mmoles) en CH2Cl2
(10 mL) se le añade TEA (5,7 pi, 0,05 mmoles) y se agita a temperatura
ambiente durante 3 h. Después de eliminar el disolvente por evaporación, el
residuo resultante se purifica por cromatografía en placa preparativa,
utilizando como eluyente Et2O-AcOEt (40:1), obteniéndose el producto 106 como
una espuma blanca. Rendimiento: 53 mg (55%).
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(2S)-2-Bencil-8-(terc-butc&xiearbonll)wnino-
(106)
1H RMIN (300 MHz, CDCI
3): 3 7,30-7,13 (m, 5 H, C6H5), 5,25 (s, 1 H, NH), 3,80 (s,
3 H, CO2CH3), 3,40 (m, 1 14, H-Sec), 3,27 (d, 1 14, 2-CH2, J = 14,2), 3,11 (d, 1 14,
14-1, J = 17,1), 3,10 (d, 1 14, 2-CH2), 2,71 (d, 1 14, H-1), 2,04 (m, 2 14, 14-Saz y
1,75 (m, 2 14, 14-6 y 14-7), 1,45 [s, 9 14, CH3 (Boc)], 1,45 (m, 1 14, 14-6).
13C RMN (50 MHz, CDCI
3): 5 171,48 (C-3), 170,76 (CO2CH3), 155,80 [CO (Boc)],
135,57, 129,97, 128,22, 127,07 (C6145), 109,03 (C-8 y C-Sa), 80,05 liC (Boc)], 56,13
(C-2), 52,93 (OCH3), 39,59 y 38,77 (C-5 y 2-CH2), 30,59 (C-1), 28,22 [CH3 (Boc)],
25,96 (C-7), 20,42 (C-6).
Análisis elemental (Wc) C 14 N
Calculado (C22H28N205) 65,98 7,04 7,00
Encontrado 66,11 7,29 6,67
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3.6. PREPARACIÓN DE ANALOGOS DE COLECISTOQUININA
DERIVADOS DE 2,5-DICETOPIPERIDINAS
3&1. ACOPLAMIENTO PEPTÍDICO DE DERIVADOS
DE 2,5-DICETOPIPERIDINAS CON H-Phe-M-12
Procedimiento general:
A una disolución del compuesto SSab ó ll9ab (1,3 mmoles) en MeOH
(15 mL) se le añade NaOH 2 N (0,65 mL, 1,3 mmoles) y se agita a temperatura
ambiente durante 3 h. Tras eliminar el disolvente por evaporación a presión
reducida, el residuo resultante se disuelve en 1420 (15 mL), se acidifica hasta
pH 3 con HCi 1 N y se extrae con AcOEt. El extracto orgánico se seca sobre
Na2SO4 y el disolvente se evapora a sequedad. El crudo de reacción obtenido se
disuelve en THF (8 mL), la disolución se enfría a O 0C y se le añade HOSu(173 mg, 1,5 mmoles) y DCC (310 mg, 1,5 inmoles). Tras agitar durante 1 h a la
temperatura indicada, se adiciona H-Phe-NH
2 (215 mg, 1,3 mmoles) en THF
(5 mL) y la mezcla de reacción se agila a temperatura ambiente durante 3 días.
Transcurrido este tiempo, se filtra para eliminar la DCU formada y se evapora
el disolvente a sequedad. El residuo obtenido se disuelve en AcOEt y se lava con
ácido cítrico al 10%, NaHCOg al 10% y disolución saturada de NaCí,
sucesivamente. El extracto orgánico se seca sobre Na2SO4 y se elimina el
disolvente por evaporación a presión reducida. El residuo se purifica por
cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando como eluyente CH2CI2-
MeOH (40:1).
Los productos preparados por este procedimiento se detallan a
continuación. Los datos de 114 RMN y de
13C RMN se recogen en las tablas 36 y
37, respectivamente.
(31~68,1 ‘8)- y (38,68,1 ‘S)-3-(1‘-Carbamoll-2-feniletll)carbaznoil-
3-(etoxicarboniflmetil-6-(indnl-3‘Li.Umetil~2,5.dicetopiperidina (117a) y (1lIb)
Rendimiento: 275 mg (41%). Sólido amarillo. Proporción de diastereoisómeros
(3R,6S,1S)/(3S,6S.1S) 2:1, medida por HPLC.
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HPLC: tR = 5,05 mm (isómero mayoritario); 6,40 mm (isómero minoritario);
eluyente A (45:55); columna núm. 1.
Análisis elemental (Wc) C H N
Calculado (C2gHgoN4Os) 64,85 5,83 10,80
Encontrado 64.75 6,02 11,01
(311,68,1 ‘S)-3-(terc-Butoxicarbonilftnetll-3-(1 ‘-carbwnoll-2’-fenlletil)earbwnoíl-
6-ffndol-3’~4VmetiJ-2,5-dicetopipeHdina (12 la)
Purificado por cromatografía preparativa en cromatotron
Eluyente: CH2Cl2-MeOH (60:1). Rendimiento: 310 mg (44%).
Sólido blanco (amorfo).
Análisis elemental (Wc) C 14 N
Calculado (C30H34N4O6) 65,92 6,27 10,25
Encontrado 66,07 6,43 10,36
(38,68,1 ‘S)-3-(terc-ButoxicarboniVmetll-3-(1’-carbaznoil-2’-fenlletibcarbanroíl-
6~Gndo1~3M.ll)metll~2,5~dicetopipeñdina (121b)
Purificado por cromatografía preparativa en cromatotrón. Eluyente:
CH2Clz-MeOH (60:1). Rendimiento: 95 mg (13%). Sólido blanco (amorfo).
Análisis elemental (Wc,> C H N
Calculado (C30H84N406) 65,92 6,27 10,25
Encontrado 65,66 6,63 9,98
3.6.2. ELIMINACIÓN DEL GRUPO PROTECTOR terc-BUTILO
A una disolución del derivado de 2,5-dicetopiperidina 121a ó 121b (82 mg,
Ojl5 mmoles) en CHoClo (2 mI) se le añade TFA (1 mU> y se agita a
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temperatura ambiente durante 1,5 h. Tras eliminar el disolvente por
evaporación a presión reducida, el residuo resultante se purifica por
cromatografía preparativa en cromatotrón, utilizando como eluyente C112C12-
MeOH (15:1).
Los productos obtenidos mediante este procedimiento se detallan a
continuación, junto con sus datos analíticos. Los datos de 1H RMN y ‘3C RMN
se indican en las tablas 36 y 37, respectivamente.
Ácido (311,68,1 ‘8)4(1 ‘-carbamoíl-2‘-/‘eniletil)carbanwíl-6-(indol-3’~41)nwtil-
2,5-dicetopiperidin-a-3-acético (113W
Rendimiento: 65 mg (88 o). Sólido blanco (amorfo)
Análisis elemental 1%) C 14 N
Calculado (C
261426N406) 63,67 5,34 11,42
Encontrado 63,52 5,61 11,52
Ácido (3S,68,1’S)-3-(1~
2,5-dicetopiperidina-3-acético (113b)
Rendimiento: 60 mg (82%). Sólido blanco (amorfo)
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (C26H26N406) 63,67 5,34 11,42
Encontrado 63,51 5,69 11,18
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t7. PREPARACIÓN DE ANÁLOGOS DE COLECISTOQUININA
DERIVADOS DE 3-OXOINDOLIflDINAS
371. ACOPLAMIENTO PEPTÍDICO DE DERIVADOS DE 3-OXOINDOLIZIDINA
2-BENCIL SUSTITUIDOS CON Boc-L-Trp-OH Ó Boc-O-Trp-OH
Procedimiento general:
A una disolución de Boc-L-Trp-OH ó I3oc-D-Trp-O14 (228 mg, 0,75 mmoles)
en THF (4 mL), enfriada a O 0C, se le añaden HIOSu (104 mg, 0,9 mmoles) y
DCC (186 mg, 0,9 mmoles) y se agita durante 1 h a la temperatura
mencionada. Por otra parte, a una disolución del derivado de 3-oxoindolizidina
82a u 82b (300 mg, 0,75 mmoles) en CH
2Cl2 (5 mL) se le añade TEA (2,5 mL) y se
agita a temperatura ambiente durante 1 lii. Tras eliminar el disolvente, el
residuo obtenido se disuelve en THF (5 mL), se le añade TEA (0,1 mL, 0,75
mmoles) y, seguidamente, se adiciona esta disolución sobre la que contiene el
éster activo de Trp, preparada inmediatamente antes. Después de agitar
durante 3 días a temperatura ambiente, la reacción se procesa tal y como se
indica en el procedimiento general recogido en el apartado 3.6.1. El residuo
resultante se purifica por cromatografía en columna de gel de sílice, utilizando
como eluyente C142C12-MeOH (50:1).
Los productos obtenidos por este procedimiento se detallan a
continuación, con sus correspondientes datos analíticos. Los datos de
1H RMN
se recogen en la tabla 38.
(211,8S,8aP0-y (2S,8W8aS)~2~Rendll~8.1N~it(terc.butaricarbonily
L-triptofihlanúno-2-metoxicarbonit3-oxoindolizidina (122a) y (122b)
Rendimiento: 250 mg (57%). Sólido blanco. Proporción de diastereoisórneros
(2R,8S,8aR)/(2S,8R,8aS) 10:1, medida por HPLC.
HPLC: tR = 25,89 mm (isómero mayoritario); 30,88 mm (isómero minoritario);
eluyente A (35:65); columna núm. 3.
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (C
33H40N4O6) 67,33 6,85 9,52
Encontrado 67,52 7,11 9,83 1
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(211,8S,8aP0- y (28,8E1,8aS).2-Benci1-8-IN<~-(t.erc-butoxicarbonll)-
D-triptofdlamino-2-metaricarbonW3-OaxándflhizidifltL (123W y (123b)
Rendimiento: 235 mg (53%). Espuma blanca. Proporción de diastereoisómeros
(2R,SS,8aR)/(2S,8R,8aS) 10:1, medida por HPLC. Los tiempos de retención de
123a y 123b son idénticos
respectivamente.
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calcu]ado (C331440N406) 67,33 6,85 9,52
Encontrado 67,11 6,50 9,52
(2S,88,8aPJ- y (2W8W8aS)-2-Bencil-&1N0.(terc-butaricarbonil)-
Ldriptofihlamino-2-metoxicarbOnll-3-aroindolizidina (126Wy (12Gb)
Rendimiento: 265 mg (60%). Sólido blanco. Proporción de diastereoisómeros
(2,S,8S,8aR)/(2R.8R.8aS) 4:1, medida por HPLC.
HPLC: tn = 32,30 mm (isómero mayoritario); 37,68 mm (isómero minoritario);
eluyente A (40:60); columna núm. 1.
Análisis elemental (Wc) C 14 N
Calculado (C3¿H4oN4O6) 67,33 6,85 9,52
Encontrado 67,58 7,21 9,81
(2S,88,8aR)- y ~
D-friptofiflwnino-2-nietoxicarbonil-3-oxoindolizidina (127W y (127b)
Rendimiento: 210 mg (48%). Sólido blanco. Proporción de diastereoisómeros
(2S,8S.8aR)/(2R,8R,BaS) 3:1, medida por HPLC. Los tiempos de retención de
127a y 127b son idénticos a los de sus enantiómeros 126b y 126a,
respectivamente.
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (C33H40N406) 67,33 6,85 9,52
Encontrado 67,21 7,15 9,28
a los de sus enantiómeros 122b y 122a,
— 187—
3.t2. TRANSFORMACIÓN DE ÉSTERES METÍLICOS EN AMIDAS
Procedimiento general:
Una disolución del derivado de 3-oxoindolizidina 122ab, 123ab, 126ab ó
127ab (150 mg, 0,25 mmoles) en MeOH saturado de N143 (50 mL) se agita a
temperatura ambiente durante 6 días, renovando diariamente el N145/MeOH.
Transcurrido este tiempo, se evapora el disolvente a sequedad. El residuo
resultante se purifica por cromatografía preparativa en cromatotrón,
utilizando como eluyente C142C12-MeOH (40:1).
Los productos obtenidos por este procedimiento se indican a
continuación, con sus correspondientes datos analíticos, En la tabla 38 se
encuentran recogidos los datos de
1H RMN.
(28,BS,SaR>-. y (2W8F48aS).2.Benci1~8.INCt(terc-bzdoxicarboni-l)-L-tripto/ZIP
amino-2-carbamoil-3-wxándolizidina (124W y (1Mb)
Rendimiento: 135 mg (94%). Sólido blanco. Proporción de diastercoisómeros
(2S,8S,8aR)I(2R,8R,8aS) 10:1, medida por HPLC.
HPLC: tR = 14,82 mm (isómero mayoritario); 15,88 mm (isómero minoritario);
eluyente A (35:65); columna núm. 3.
Análisis elemental (Wc) C 14 N 1
Calculado (C
82H59N505) 67,00 6,85 12,21
Encontrado 67,12 7,11 12,28
(28,8S,SaFt)- y ~
amino-2-carbamoíl-3-oxoindolizidina (125W y (125b)
Rendimiento: 140 mg (98%). Sólido blanco. Proporción de diastercoisómeros
(2S,8S,8aR)/(2R,8R,8aS) 10:1, medida por HPLC. Los tiempos de retención de
125a y 125b son idénticos a los de sus enantiómeros 124b y 124a,
respectivamente.
— 1•ss —
Análisis elemental (0%) C 14 N
Calculado (C32H39N505) 67,00 6,85 12,21
Encontrado 67,36 6,90 12,33
(211,88,SaP0- y (28,8E1,8a$.2.Bendil.&[NcY4tercrbutÚxicarbonW~L~triptofih]~
amino-2-carbanzoil4-ozwindolizidina (128W y (128b)
Rendimiento: 138 mg (96%). Sólido blanco. Proporción de diastereoisómeros
(2R,8S,8aR)/(2S,8R,8aS) 4:1, medida por HPLC.
HPLC: tR = 20,11 mm (isómero mayoritario); 23,05 mm (isómero minoritario);
eluyente A (40:60); columna núm. 1.
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (C32H39N505) 67,00 6,85 12,21
Encontrado 66,82 7,14 12,01
(2W8S,8aP0- y (28,8~8aS)-2-Bendil~8~LN<4(terc-butaxicarbonit-D-triptofilk
amino-2-carbwnoíl-3-oxoindolizidina (12%) y (129b)
Rendimiento: 140 mg (98%). Sólido blanco. Proporción de diastereoisómeros
(2R,8S,8aR)/(2S,8R,8aS) 3:1, medida por HPLC. Los tiempos de retención de
129a y 129b son idénticos a los de sus enantiómeros 128b y 128a,
respectivamente.
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (C32H39N505) 67,00 6,85 12,21
Encontrado 66,76 7,01 12,45
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3.7.3. ACOPLAMIENTO PEPTÍDICO DE DERIVADOS DE 3-OXOINDOLIZIDINA
2-terc-BUTOXJCARBONILMETIL SUSTITUIDOS CON I4-Phe-NIH2
A una disolución del compuesto 133ab (1,57 g, 3,8 inmoles) en THF
(20 mL), enfriada a O 0C, se le añade HOSu (525 mg, 4,6 inmoles) ~ DCC
(940 mg, 4,6 mmoles). La mezcla de reacción se agita durante 1 h a la
temperatura mencionada y, a continuación, se le adiciona H-Phe-NH
2 (623 mg,
3,8 mmoles) en THF (5 mL) y se agita a temperatura ambiente durante 3 días.
Tras un procesado similar al indicado en el apartado 3.6.1, el residuo obtenido
se purifica por cromatografía en columna de gel de sílice con el sistema de
eluyentes CH2CJ3-MeOH (40:1), seguida de cromatografía preparativa en
cromatotrón, utilizando el mismo eluyente, para dar lugar a los productos que
se indican a continuación.
(2S*,8St8aRtl ‘S)-8-(terc.Butoxicarbonll)amino-2-(terc-butoxicarbonll)metil-
2-(1‘-carbanwíl-2’-feniletll)carbanwil-3-oxoindolizidina (134W
Rendimiento: 1,4 g (66%). Espuma blanca.
~H RMN (300 MHz, CDCI3): 8 7,88 (d, 114, 1’-NH, J = 7,9), 7,32-7,21 (m, 5 14,
C6H5), 6,96 (s, 1 14, CONH2), 5,50 (s, 1 14, CONH2), 4,73 (m, 1 14, 140.1’), 4,52 (d,
1 14, 8-NH, J = 8,5), 4,02 (m, 1 14, H-Sec), 3,32 (dd, 1 14, 14-2, J = 14,3 y 5,2), 3,22
(m, 1 14, 14-Sa), 3,03 (dd, 1 14, 14-2’), 3,03 (m, 1 14, 14-8), 2,69 (d, 1 H, 2-CH2,
J = 15,2), 2,60 (m, 1 14, H-Sax), 2,57 (d, 1 14, 2-CH2), 2,34 (m, 1 14, 14-1), 2,27 (dd, 1
14, H-1, J = 14,1 y 7,5), 2,10 (m, 1 14, 14-7), 1,79 (in, 1 14, 14-6), 1,46 (ni, 1 H, 14-6),
1,46 lis. 914, CH3 (Boc ó CO2tBu)l, 1,41 lis, 9 14, CH3 (Boc ó CO2tBu)], 1.35 (m,
1 1-1, H-7.
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (C29H42N407) 62,35 7,58 10,03
Encontrado 62,05 7,70 10,21
(2RtSSt8aRt 1 ‘S)-8-(terc-Butoxicarbonil)amino-2-(terc-buto~xjcarbonil)nwtjI-
2-(1‘-carbamoll-2’-feniletil)carbanzoíl-3-oxoindolizidina (184b)
Rendimiento: 220 mg (10%). Espuma blanca.
— 191—
1H RMIN (300 MHz, CDCl
3): 5 7,89 (d, 1 14, 1-NH, J = 7,3), 7,32-7,18 (in. 5 14,
C6H5), 6,49 (s, 1 14, CONH2), 5,40 (s, 1 14, CONH2), 4,68 (m, 1 14, 14-1), 4,43 (d,
1 14, 8-NH, <-1 = 7,3), 3,99 (m, 1 14, H-Sec), 3,25 (m, 1 14, 14-Sa), 3,12 (m, 3 14, 14-8 y
14-20, 2,64 (m. 1 14, 14-1), 2,57 (m, 1 14, 14-Saz), 2,56 (d, 1 14, 2-CH2, J = 15,9), 2,37
(d, 1 14, 2- CH2), 2,20 (dd, 1 14, 14-1, J = 14,4 y 7,9), 2,02 (m, 1 14, 14-7), 1,72 (m,
1 14, 14-6), 1,44 (m, 1 14, 11-6), 1,44 Ls, 9 14, CH3 (Boc ó CO2tBu)], 1,39 lis, 9 14, CH3
(Boc ó CO2tBu)1, 1,29 (in, 1 14, 14-7).
Análisis elemental (Wc) C 14 N1
Calculado (C29H42N407) 62,35 7,58 10,03
Encontrado 62,15 7,40 10,10
3.7.4. ACOPLAMIENTO PEPTÍDICO DE DERIVADOS DE 3-OXOINDOLIZIDINA
2-CARBOXIMETIL SUSTITUIDOS CON Boc-L-Trp-OH
A una disolución de Boc-Trp-O14 (107 mg, 0,35 mmoles) en THF (3 mL),
enfriada a O C, se le añade HOSu (48 mg, 0,42 mmoíes) y DCC (87 mg,
0,42 inmoles) y se agita durante 1 h a la temperatura mencionada. Por otra
parte, a una disolución del derivado de 3-oxoindolizidina 134a ó 134b (195 mg,
0,35 inmoles) en C112C12 (3 mi) se le añade TEA (1,5 mli y se agita a
temperatura ambiente durante 2 h. Después de eliminar el disolvente por
evaporación a vacío, el crudo de reacción obtenido se disuelve en THF (3 mL),
se le añade TEA (0,05 mL, 0,35 mmoles) y, seguidamente, se adiciona esta
disolución sobre la que contiene el éster activo de Trp, preparada
inmediatamente antes. Después de agitar durante 3 días a temperatura
ambiente y tras un procesado similar al indicado en el apartado 3.6.1. el
residuo obtenido se purifica por cromatografía en columna de gel de sílice,
utilizando como eluyente C142C12-MeOH (40:1).
Los productos obtenidos por este procedimiento se detallan a
continuación. Los datos de 114 RMN y ‘
3C RMN se encuentran recogidos en las
tablas 39 y 40, respectivamente.
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Ácido (2StBStSaRtl ‘S)-8-INC’4terc-butoxiearbonit-.L-triptofihlamino-
2- (1 ‘-carbamoíl-2‘-feniletibcarbamoil-3-oxoindolizidina-2-acético (115a)
Rendimiento: 135 mg (56%). Sólido blanco (amorfo).
Análisis elemental (Wc,> C 14 N
Calculado (C361444N608) 62,78 6,44 12,20
Encontrado 62,40 6,30 11,97
Ácido (2RtSS*,BaRtl ‘S).8~1NU4terc.butoxicarboniI)~L-triptofih]amino~
2-(1 ‘-carbamoll-2’-feni1~etll)carbwnoll-3-aroindolizidina-2-acético (115b)
Rendimiento: 140 mg (58%). Sólido blanco (amorfo).
L__Análisis elemental (Wc,> C
Calculado (C38H44N608) 62,78
Encontrado 62,71
14 N
6,44
6,70
12,20
11,78
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8.7.5. ELIMINACIÓN DEL GRUPO PROTECTOR terc-BUTOXICARBONILO
Una disolución del derivado de 3-oxoindolizidina I2Sab, 129ab ó 115a
(75 mg, 0,13 mmoles) en CH2CI2 (2 mL) y TEA (1 mL) se agita a temperatura
ambiente durante 2 h. A continuación, se elimina el disolvente por evaporación
a presión reducida y el residuo resultante se purifica por HPLC preparativo,
utilizando el eluyente que se especifica en cada caso, obteniéndose, tras
liofilización, los productos que se describen seguidamente en forma de
trifluoroacetato.
Los datos de 114 RMN de estos compuestos se encuentran recogidos en las
tablas 39 y41.
Trifluoroacetato de (2R,8S,8aR)-2-bendil-2-carbamoíl-
8-(L-triptofitanñno-3-axoindolizidina (130W
Eluyente A (23:77)- Rendimiento: 58 mg (76%).
Sólido blanco (liofilizado). [a]~:+5 1,90 Cc = 0,75, MeOR).
HPLC: tp = 12,85 mm; eluyente A (25:75); columna núm. 1.
Trifluoroacetato de (28,811,8aS)-2-bencil-2-carbamoi-l-
8-<’Ldriptofibamino-3-oxoindolizidina (130W
fluyente A (23:77). Rendimiento: 13 mg (17%).
Sólido blanco (liofilizado). [u]1~:±2,20 (c = 0,85, MeOH).
HPLC: tR = 24,36 mm; eluyente A (25:75); columna núm. 1.
Trifluoroacetato de (2WSS8aB)-2-bendil-2-carbamoi-1-
84D-triptofibamino-3-oirindolizidinn (131W
Eluyente A (21:79). Rendimiento: 47 mg (58%).
Sólido blanco (liofilizado). liu119: —3,2~ (c = 0,75, MeOH).
HPLC: El tiempo de retención es igual al de su enantiómero lSOb.
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Trifluoroacetato de (2S,814,8aS)-2-benci.l-2-carbamoíl-
8-(D-triptofl»amino-3-cxoindolizidina (131W
Eluyente A (21:79). Rendimiento: 17 mg (22%).
Sólido blanco (liofilizado). lia]19: —36,6~ (c = 0,675, MeOH).
HPLC: El tiempo de retención es igual al de su enantiómero lSOa.
Ácido (2St8St8aRtl ‘S)-2-(1‘-carbamoil-2’-feniletil)earbamoll-
8-(L-triptofd)amino-3-oxoindolizidinor2-acético (135)
En este caso no fue necesaria la purificación por HPLC.
Rendimiento: 70 mg (93%). Sólido blanco (amorfo)
HPLC: tR = 7,80 mm; eluyente A (30:70); columna núm. 4.
Los datos de 114 RMN de este compuesto se indican en la tabla 39.
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t8. SÍNTESIS DE ANÁLOGOS DE NEUROTENSINA PORTADORES
DE ESQUELETOS DE 3-OXOJNDOLIZIDINA.S
Síntesis en fase sólida:
La síntesis en fase sólida se llevó a cabo en un sintetizador de péptidos
automático ABI 430A. El acoplamiento de los diferentes Boc-aminoácídos
(7,5 eq) se realizó con los ésteres de N-hidroxibenzotriazol, previamente
formados, en CH2Cl2JDMF (9:1) durante 20 h a temperatura ambiente. Los
derivados de 3.-oxoindolizidina 85a-85c, 88a y 88b (1,6 eq) se incorporaron al
fragmento H-Ile-Leu-PAM-resina (leq) en las mismas condiciones anteriores,
utilizando BOP como agente de acoplamiento. En todos los casos, el ensayo
cuantitativo con ninhidrina indicó acoplamientos superiores al 99%. Las
desprotecciones de los grupos N-Boc se realizaron con TFA durante 5 mm,
seguido de neutralización de la resma con DIEAIDMF al 20% durante 1 mm.
La separación de los derivados hexapeptídicos de la resma, con eliminación
simultánea de los grupos protectores de las cadenas laterales, se llevó a cabo
por acidolisis con HF/m-cresol (9:1) durante 75 mm a O <0C. Tras precipitación
con éter y filtración, los péptidos se extrajeron con AcOH al 1% y se liofilizaron.
La purificación de los crudos de reacción, por RP-HPLC, se llevó a cabo en un
cromatógirafo Varian equipado con una columna C18 (25 x 250 mm, 7 jm),
utilizando como eluyente CH3CN/(NH4)2504 (0,1 M, PH = 2,7) (Gradiente: 0,2%
CH3CN/min) y un flujo de 10 mL/mm. Finalmente, los productos puros se
aislaron por liofilización. Siguiendo este procedimiento, se prepararon los
derivados 136a-136e, cuyos datos analíticos y espectroscópicos se recogen en las
tablas 42 y 43.
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Tabla 42. Desplazamientos químicos (8. ppm) más significativos de 1H RMN
de los derivados 136a-136e [400 MHz, 1120/020(9:1)] a
Compuesto
Residuo Protón 136a 13Gb 131k 136d iSGe
Arg8
Arg9
1n dolizidina
Ile12
Leu13
a La asignación de
cada uno de los protones se realizó mediante experimentos cosy y TOCSY
0
a-CH
13-CH2
y-CH 2
S-CH2
a-NH
a-CH
¡3-CH2
y-C ~2
¿-CH2
3,89
1,74
1,51
3,04
8,64
4,06
1,61
1,51 1,44
3,08
2,15 1,92
3,74 2,29
1,61 1,23
1,67 1,07
3,20
2,12
8,11
3,06 2,85
8,25
4,05
1,76
1,34 1,05
0,79
0.72
8,22
4,21
1,48
1,51
0,78 0,74
3,96
1,79
1,50
3,11
8,66
4,08
1,66
1,53 1.45
3,11
2,50 1,70
3,82 2,55
1.60 1,04
1,64 1,18
2,25
3,17
8,10
3,20 289
7,95
4,08
1,83
1,39 1,12
0,87
0,81
8,24
425
1,51
1,51
0,81 0,75
3,93
1,78
1,4<8
3,09
5,67
4,30
1,62
1,61 1,51
3,05
2,17 1,90
3,83 2,41
1,48 1,38
1,54 1,38
3,83
2,56
8,42
3,14 2,92
8,58
4,15
1,92
1,35 1,10
0,91
0,82
8,20
4,15
1,55
1,55
0,83 0,79
3,97
1,81
1,48
3,08
8,71
4,13
1,68
1,55 1,48
3,08
2,30 1,89
3,80 2,36
1,65 1,32
1,70 1.15
3,30
2,36
8,21
3,05 2.92
8,4~5
4,03
1,81
1,32 1,06
0,83
0,79
8,31
4,24
1,55
1,55
0/79 0,75
1-1-1
H-5
11-6
H-7
H-8
11-Sa
8-NE
2-CH2
a-NH
a-CH
¡3-CH
y- CH2
y-CH g
8-CHa
a-NH
u -CH
¡3-CH2
y-CH
8-CH3
3,92
1,78
1.50
2,95
8,67
406
1,61
1,50 1,39
3,04
2,47 1,74
3,76 2,52
1,57 1,05
1,61 1,17
2,6-4
3,14
8,09
3,08 2,89
7,96
4,02
1,74
1,29 099
0,77
0,70
8,26
4,23
1,47
1,50
0,78 0,74
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Tabla 43. Datos analíticos de los análogos de NTg{3 136a-136e
Comp. Rendimiento (91) 0’
136a
13Gb
131k
136d
131k
53(57)
35(49)
9
24(31>
43 (45,
HPLC anal. b
tR (mm)
25,13
26,89
30,33
27,20
23,55
PD-MS
826,9
827,0
826,7
826,7
827,4
Análisis de aminoácidos
Arg Ile Leu
2,05
1,95
2,02
2,03
1,91
0,97
0,97
1,07
0,95
0,58
1,01
0,94
0,89
0,98
0,96
a
Los valores entre paréntesis corresponden a? rendimiento global considerando en cada caso el segumndo
diastereoisérnero. b columna: Vvdac 218 TP54 C18 (4,6 x ‘250 mm, 5 pm). Fluyente: CH3CN/(N114)2S04
(0,1 M, pH 2,5): Gradiente de 5’¿ a 60% de CH8CN en 50 mm. Flujo: 1 mL
1rnin. Detección: 17V (214 nm>.
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3.9. MÉTODOS BIOLÓGICOS
3.9.1. ENSAYOS DE UNIÓN A LOS RECEPTORES DE CCK ~
Los experimentos se llevaron a cabo en corteza de cerebro y páncreas de
ratas macho Sprague-Dawley. La preparación de estas membranas y los
ensayos de unión a los receptores se realizaron según el método descrito por
Dauge et al. ~ El radioligando li3H]pCCKs (Amersham) se incubó a
concentraciones fijas de 1 nM en homogeneizados de corteza cerebral (1 h,
25 o>C) y de 0,5 nM en los homogeneizados de tejido pancreático (2h, 25 0C), en
presencia de concentraciones variables del competidor. Las concentraciones
anteriores de radioligando representan aproximadamente la Ej del proceso de
fijación.
392. ENSAYOS DE LIBERACIÓN DE AMILASA 158
Para este ensayo se utilizaron acinos pancreáticos de rata. La liberación de
amilasa, medida como la diferencia en la actividad de la amilasa liberada en e]
medio extracelular al final de la incubación con y sin secretógeno, se expresa
como porcentaje de la estimulación máxima obtenida con CCKs (35% ±3 del
total de la ainilasa contenida en los acinos) menos la secreción basal de
amilasa sin secretógeno (7% ±2 del total de la amilasa contenida en los
acinos). Los compuestos a ensayar se administraron a dosis fijas de íC—~ M
junto con la CCK
8.
3.9.3. INHIBICIÓN DE LAS CONTRACCIONES INDUCIDAS
POR CCK8 6 CCÑ EN EL ÍLEON DE COBAYA:
PREPARACIÓN DE MÚSCULO LONGITUDINAL-PLEXO MIENTÉRICO 130
Los segmentos del íleon se sumergen en un baño para tejidos aislados que
contiene tampón Krebs y se conectan a un electrodo. Después de equilibrar los
tejidos (30 mm, a 0,5 g de fuerza pasiva), se procede a su estimulación eléctrica
(30 mm, 0,1 Hz, 1 ms, 10-15 V) y se tratan con KCl 67 mM para determinar la
contracción inicial máxima del músculo. Las curvas de respuesta contráctil-
concentración para la CCK8 y Ja CCK4 se obtuvieron por incrementos
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progresivos de la concentración del péptido, después de un lavado de la dosis
precedente. Para cada tejido sólo se examinó un péptido. Para evaluar los
efectos de los distintos productos en la respuesta contráctil de los péptidos, cada
tejido se equilibré con el producto correspondiente (iO~ M) antes de añadir el
péptido liCCKs (1O~ M), CCIQ (1V M)].
3.9.4. ENSAYOS DE UNIÓN A LOS RECEPTORES DE NT17’2
Los ensayos se llevaron a cabo en homogeneizados de corteza cerebral de
rata. La preparación de las membranas y los ensayos de unión a los receptores
se realizaron según el método descrito por Milis et al. 172 El radioligando
li3H]-NT se incubó a una concentración de 5 nM (1 h, 25 0C) en presencia de
concentraciones variables del competidor.
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4. CONCLUSIONES

El trabajo que se recoge en esta Memoria describe la síntesis de una
serie de derivados de 2,5-dicetopiperidinas y 3-oxoindolizidinas, diseñados
para ser aplicados en el campo de los peptoides o peptidonilméticos.
Concretamente, se da cuenta de la aplicación de estas lactamas mono y
bicíclicas, respectivamente, a la preparación de análogos conformacional-
mente restringidos de los neuropéptidos Colecistoquinina (CCK) y
Neurotensina (NT), así como de los resultados de afinidad de los
compuestos sintetizados por los respectivos receptores de CCK y NT.
Los aspectos más significativos de este trabajo se resumen en las
siguientes conclusiones:
1. Se describen dos rutas sintéticas alternativas para la
preparación de 6-bencil- y 6-(indol-3-il)metil-3-metoxicarbonil-
2.5-dicetopiperidinas y sus correspondientes derivados 3,3-
disustituidos que incorporan en posición 3 las cadenas laterales
de los aminoácidos Phe, Ma y Asp. Se discuten las similitudes y
diferencias entre ambas rutas, tanto en cuanto a rendimiento
corno en cuanto a estereoselectividad.
2. Se ha llevado a cabo el estudio conformacional por 1H RMN de
los derivados de 2,5-dicetopiperidina incluidos en el apartado
anterior, encontrándose que, en DM80, la cadena 6-aralquíica
adopta preferentemente una conformación en la que dicha
cadena se pliega sobre el anillo de 2,5-dicetopiperidina.
Asimismo, estos resultados parecen indicar que el anillo de 2,5-
dicetopiperidina adopta conformaciones de tipo bote torcido.
3. Se ha puesto a punto un procedimiento para la preparación de
pseudodipéptidos cetometilénicos cíclicos.
4. Se describe la síntesis de derivados de 8-amino-3-oxoindohzi-
dina-2-carboxilato por hidrogenación catalítica de y-cetodiésteres
derivados de Boc-L-Orn(Z)-014 y Boc-n-Orn(Z)-OH. Como dato a
destacar en esta síntesis, indicar que transcurre en un solo paso
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que implica eliminación del grupo protector Z, seguida de
aminación reductiva intramolecular y y-lactamización. Se ha
establecido que la elaboración del esqueleto de 3-oxoindolizidina
procede con un alto grado de estereoselectivídad, conduciendo
muy mayoritariamente a los isómeros con disposición trans de
los sustituyentes en posiciones 8 y 8a.
5. Se han sintetizado una serie de derivados de 8-amino-2-metoxi-
carbonil-3-oxoindolizidina portadores de las cadenas laterales de
diferentes aminoácidos (Phe, Trp, Asp) en posición 2. La
incorporación de estas cadenas, mediante reacción de
alquilación con el agente alquilante adecuado, transcurre de
forma estereoselectiva.
6. Se ha realizado un estudio de la enantioselectividad en el
proceso de formación de las 3-oxoindolizidinas objeto de este
trabajo, poniéndose de manifiesto que estas lactamas bicíclicas
están constituidas por mezclas de dos enantiómeros formados
durante el proceso de elaboración del anillo heterocíclico. Se ha
demostrado que la enantioselectividad aumenta al disminuir Ja
temperatura de la reacción de hidrogenación implicada en
dicho proceso.
7. Se han preparado de forma estereoespecífica derivados de
8-amino-3-oxoindolizidina 2,2-disustituidos portadores de un
grupo hidroxilo o alcoxilo en posición Sa, por hidrogenación
catalítica, en diferentes disolventes, de 2-bencil-4-cetodiésteres
derivados de Orn.
8. Con el fin de conocer la capacidad de los derivados de 8-amino-3-
oxoindolizidina-2-carboxilato para inducir conformaciones de
tipo giro j3. se ha llevado a cabo un estudio de modelización
molecular con modelos sencillos, utilizando la técnica de
dinámica molecular. Los resultados de este estudio indicaron
que los derivados de 3-oxoindolizidina con disposición trans de
los sustituyentes en posiciones 8 y Sa adoptan preferentemente
conformaciones extendidas. Por el contrario, el isómero 8,8a-cis
mostró una gran tendencia a adoptar conformaciones plegadas,
bien mediante formación de un puente de hidrógeno intra-
molecular entre los grupos 8-NR y 2-CO, bien conformaciones de
tipo giro jB II.
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9. Se han preparado una serie de análogos conformacionalmente
restringidos de CCK4, H-Trp-Met-Asp-Phe-N142, en los que el
residuo de Met o el fragmento dipeptídico Met-Asp se han
reemplazado por esqueletos de 2,5-dicetopiperidina conveniente-
mente sustituidos. Los resultados de afinidad por los receptores
de CCK indicaron que, en esta serie de compuestos, la dispo-
sición relativa cts entre las cadenas laterales correspondientes a
los aminoácidos Trp y Phe favorece la unión a los receptores
periféricos CCKA, mientras que la disposición trans da lugar a
compuestos menos efectivos, En el mejor de los casos, las
afinidades encontradas fueron moderadas (~ 106 M). Estos
derivados fueron inefectivos en su unión a los receptores
centrales CCKB. En Los ensayos funcionales ninguno de los deri-
vados estudiados presentó actividad antagonista significativa.
10. Se ha llevado a cabo la preparación de diferentes análogos de
CCK4 portadores de esqueletos de 3-oxoindolizidina, encontrán-
dose que los mejores valores de afinidad por los receptores de
CCK se obtuvieron para aquellos derivados en los que estas
lactamas bicíclicas reemplazan al dipéptido Met-Asp.
Asimismo, se ha observado que la disposición espacial relativa
del grupo 2-bencilo y el residuo de Trp, así como la
estereoquímica del resto de Trp, afectan al grado de selectividad
por los receptores CCKA o CCKB. La presencia del grupo
carboxamida en posición C-terminal de estos derivados
aumenta en un orden de magnitud la afinidad por ambos tipos
de receptores. Aquellos derivados con afinidad aceptable por los
receptores CCKA se comportaron como antagonistas periféricos
moderados.
11. Con objeto de intentar aportar nuevos datos acerca de la
conformación bioactiva de la NT, se han sintetizado una serie de
análogos conformacionalmente restringidos de NT813, H-Arg-
Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH, en los que el fragmento dipeptídico
Pro-Tyr se ha sustituido por esqueletos de 3-oxoindolizidina con
diferentes estereoquímicas. A partir de los datos de afinidad de
estos análogos puede deducirse que, mientras la estereoquímica
en C-2 no tiene influencia en la unión a los receptores de NT, la
disposición relativa, cis o trans, de los sustituyentes en
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posiciones 8 y 8a juega un papel importante. Mediante las
diferencias de afinidad observadas puede establecerse que las
restricciones conformacionales inducidas por las 3-oxoindolizi-
dinas 8,8a-trans en los análogos de NTwís se ajustan mejor a los
requisitos topográficos de los receptores de NT que las inducidas
por el derivado 8,8a-cis.
12. Se ha realizado un estudio de modelización molecular del
derivado dipeptídico Ac-Pro-Tyr-NHCHg y de diferentes
8-acetilamino-2-bencil-3-oxoindolizidina-2-(N-metil)carboxamido
derivados, como modelos sencillos de NTgj3 y sus análogos
restringidos, respectivamente. Este estudio puso de manifiesto
que el derivado dipeptídico tiene una alta tendencia a adoptar
conformaciones de giro ¡3, tipos 1 o III, y de giro y-inverso. Por
otra parte, la 8-amino-2-bencil-2-carboxi-3-oxoindolizidina con
disposición 8,8a-cis, que fue la única que mostró una gran
preferencia por conformaciones plegadas, concretamente de
tipos 8N14—*2C0 y giro ¡311, dio lugar a un análogo de NT813
inactivo. Estos resultados indican que estos tipos de conforma-
ciones son incompatibles con la conformación bloactiva de la
Neurotensina.
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